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1. Estructura y función de la pared arterial
La pared arterial contribuye al mantenimiento de la homeostasis vascular, ya que
responde activamente a determinados estímulos, por lo que es importante conocer la
organización de la pared arterial. Está formada por diferentes capas de tejido más o
menos definidas. A medida que disminuye el calibre de los vasos, estas capas van
adelgazando y algunas desaparecen. De modo general, en los vasos arteriales se










Figura 1: Estructura general de la pared arterial (Tomado de http:/A«ww.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140)
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1. a Túnica íntima
La túnica intima presenta una capa de células endoteliales revistiendo la superficie
interna del vaso. Esta capa de células descansa sobre !a capa subendotelial, formada
por tejido conjuntivo laxo muy delicado, que en ocasiones puede presentar células
musculares dispersas. Presenta también una lámina limitante elástica interna, tubular y
perforada por uniones en hendidura, que la separa de la túnica media, lo que permite
la difusión de nutrientes de la sangre por los orificios para nutrir las células de la pared
arterial.
Las células endoteliales no sólo constituyen una barrera mecánica entre la sangre y la
pared, sino que es uno de los principales órganos de regulación vascular. Su posición
anatómica le permite actuar como receptor y transmisor de señales entre la sangre y la
pared (Lüscher y Vanhoutte, 1990). Posee acciones exocrina, paracrina y autocrina, y
está implicado en la liberación de agentes vasoactivos, en la respuesta inmune, en el
control de la proliferación del músculo liso subyacente y en la adhesión y
extravasación de los leucocitos {Lüscher y Vanhoutte, 1990; Rubanyi y Botelho, 1991).
En respuesta a distintos estímulos, el endotelio es capaz de liberar distintos agentes:
- Vasodilatadores, como óxido nítrico (NO), prostaciclina (PGI2), factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF), etc.
- Vasoconstrictores, como endotelina 1 (ET-1), angiotensina II (Ang II), tromboxano
A2 (TXA2), isoprostanos, etc.
- Especies reactivas de oxígeno, como aniones superóxido (O2"), peróxido de
hidrógeno (H2O2), etc.
- Factores de crecimiento, como factor de crecimiento tumoral (TGF)-p, factor de




Se sabe que fas células endotetiales son sensibles a cambios hemodinámicos, y que
la acción combinada de los factores liberados mantiene la homeostasts vascular, al
igual que el desequilibrio de los mismos participa en diversas patologías
cardiovasculares (Lüscher y Vanhoutte, 1990, Boak y Chin-Dusting, 2004; Daugherty y
Cassis, 2004),
• Factores vasodilatadores
- Óxido nítrico (NO)
El NO es un mediador ubicuo de la célula, que juega un papel central en todos los
sistemas del organismo, ya que modula el flujo sanguíneo, mecanismos de
homeostasis, y procesos de proliferación (Tao y col., 2006) y diferenciación celular
(Kawahara y col., 2005). Es muy útil como mensajero intracelular, ya que es capaz de
difundir rápidamente a través de la mayoría de células y tejidos (Lancaster, 1994;
Wood y Garthwaite, 1994). Esta rápida difusión es crucial para entender su actividad
biológica y permite una rápida suma de la producción de NO por parte de diversas
células en una región focal. Esta difusión se debe en gran parte a los eritrocitos.
Desde el punto de vista químico, el NO es una molécula neutra, que tiene un electrón
desapareado, lo cuál hace que se le pueda considerar un radical libre, y que sólo
pueda reaccionar con moléculas con un electrón desapareado, es decir, con otros
radicales libres y con metales de transición. Surge de la oxidación enzimática de un N
guanidino del aminoácido L-argínina, pudiendo seguir tres rutas una vez sintetizado
(Figura 2):
1. Activación de la guanilato ciclasa (GC), responsable de los efectos fisiológicos
del NO.
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2. Reacción con la oxihemoglobina, para así formar el metabolito oxidativo
estable nitrato (Doyle y Hoekstra, 1981; Goretski y Hollocher, 1988).
3. Transformación en peroxinitrito (ONOO") por reacción con O2', y como
consecuencia nitrosilación de proteínas, efecto responsable de la mayoría de
los efectos fisiopatológicos del NO.
J l Endoulio M
431
NO + O,- -» ONOO"
GTP cGMP Músculo liso vascular
Figura 2: Reacciones principales que sufre el óxido nítrico en el tejido vascular: activación de la guanilato ciclasa
(1), reacción con la oxihemoglobina (2) y transformación en ONOO' (3) (Modificado de Beckman y Koppenoll,
1996Í
El NO se sintetiza por la acción de la NO sintasa, que utiliza como sustrato la L-





L-Arginlna N°-Hidrox¡-L-Argln¡na L-CItailna óxido nítrico
La NO sintasa tiene tres isoformas distintas:
• Óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS, NOS III), (Lamas, 1992), presente de
forma constitutiva en las células endoteliales. Es una enzima unida a
membrana específicamente en las caveoias (Michel y Feron, 1997). A pesar de
que el Ca2+ es considerado como el estímulo más importante de la actividad
eNOS, posee múltiples mecanismos de regulación independientes de Ca2+,
entre ellos fosforilación y defosforilación de distintos aminoácidos (Govers y
Rabelink, 2001). Se puede estimular de forma farmacológica, mediante
sustancias vasoactivas dependientes de endotelio, como la acetilcolina (Ach) y
la bradiquinina (BK), que se unen a receptores de membrana acoplados a
proteínas G que activan procesos de incremento de Ca2+ intracelular,
uniéndose a la calmodulina o activando diversos procesos de fosforilación
(Schulz y col., 1992). También se puede activar debido a estrés por fuerzas de
cizallamíento, producidas por el flujo sanguíneo. Esta forma de activación es
poco conocida, aunque se propone que estas fuerzas se transmiten a las
caveoias a través del citoesqueleto (Davies, 1995) a través de proteínas G
(Gudiycol., 1996).
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• Óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS, NOS I), es una enzima citosólica
presente principalmente en el sistema nervioso, liberando NO que desempeña
el papel de neurotransmisor (Wiklund y col., 1997). Además se puede
encontrar en tejidos de interés para el sistema cardiovascular, como los nervios
perivasculares (Ayajiki y col., 2002), el retículo sarcoplásmico de células de!
músculo liso vascular (Xu y col., 1999), y en cardiomiocitos (Planitzer y col.,
2002;Miethkeycol.,2003).
Tanto eNOS como nNOS son enzimas constitutivas dependientes de Caz+, que
catalizan la oxidación de cinco electrones de L-arginina a NO y L-citrulina,
utilizando como donador de electrones el nucleótido NADPH. Estas enzimas
requieren la presencia de calmodulina para proporcionar Ca2+, y de cuatro
cofactores distintos: Fe hemo, FAD, FMN y tetrahidrobiopterina (BH4). Liberan NO
en el rango de 50 -500 nM (Beckman y Koppenol, 1996; Pinsky y col., 1997).
• Óxido nítrico sintasa inducible (¡NOS, NOS II), enzima ¡nducible
independiente de calcio, que requiere de síntesis de novo desencadenada por
diversas citoquinas y endotoxinas mediante activación del factor nuclear KB
(NF-KB) entre otros (Sheehan y col., 2002). Se libera principalmente en
situaciones patológicas por las células endoteliales (Radomski y col., 1990) y
del músculo liso vascular (Fleming y col., 1991). Su activación requiere los
mismos cofactores que las otras dos isoenzimas, con la diferencia de que, a
pesar de poseer un sitio de unión a calmodulina, puede actuar a
concentraciones de calcio muy por debajo de las fisiológicas (Hobbs y col.,
1999). Como esta isoforma es inducida en presencia de toxinas, desempeña
un papel muy importante en el proceso de shock séptico (Nava y col., 1991),
proceso que se produce cuando una infección arrolladura lleva a que se
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presente disminución del flujo sanguíneo, disfunción general de órganos y daño
tisular (Feihl y col., 2001). Su nivel de liberación de NO es mucho más alto que
en el caso de las otras dos isoformas de NOS (Nava y Salazar, 1997).
Además, se ha descrito una NOS en la mitocondria (mtNOS) que produce NO, el cual
podría actuar como una señal de comunicación intracelular, y, por tanto, jugaría un
importante papel en la respiración mitocondrial. La estimulación de mtNOS induce
liberación de citocromo c y aumento de la peroxidación lipídica {Drew y
Leeuwenburgh, 2002). La isoforma mtNOS no está bien caracterizada, y mientras
unos autores defienden que se trata de una isoforma constitutiva, otros consideran que
es una variante de ¡NOS (Moneada y Erusalimsky, 2002).
El modelo estructural de las NOS (Figura 3) muestra un homodímero con sus
subunidades alineadas cabeza-cabeza, con los dominios oxigenasa de ambas
subunidades interaccionando para formar el dímero, y los dominios reductasa unidos
como extensiones independientes. Las ¡soenzimas NOS activas poseen un Fe hemo,
BH4, FAD y FMN como grupos prostéticos de unión. Además poseen sitios de unión
para la L-arginina, calmodulina y NADPH. Estos sitios de unión han sido identificados
en los tres isoformas de la NOS (Bredt y col., 1991; Lamas y col., 1992; Lyons y col.,
1992; Xie y col., 1992). Además, la isoforma neuronal posee una secuencia leader N-
terminal que no está presente en las otras isoformas. Esta secuencia leader no se
requiere para la dimerización, unión de grupos prostéticos o catálisis de la formación
de NO, pero está implicada en la unión de proteínas que localizan la nNOS a




Figura 3: Modelo general de la estructura de las NOS, mostrando un alineamiento cabeza-cabeza.
El dominio oxigenasa presenta dominios de unión a L-arginina (Arg), BH4 y un Fe hemo. El dominio
reductasa une FMN, FAD y NADPH. Un sitio de unión a calmodulina (CaM) se localiza cerca del
dominio oxigenasa (Tomado de Stuehr, 1997)
La NOS activa se ensambla en dos pasos post-traduccionales secuenciales, cada uno
de ellos realizado en uno de los dominios de la enzima. La proteína en primer lugar
adquiere un dominio reductasa funcional (Cho y col., 1992) mediante unión de FAD,
FMN y caímodulina. Esto genera un monómero de NOS plegado capaz de transferir
electrones desde el NADPH, pero inactivo desde el punto de vista de formación de
NO. Estos monómeros se ensamblan en dímeros en una reacción promovida por la
presencia de BH4 y L-arginina. La dimerización está acompañada por una
incorporación estable de BH4 en la proteína, con una incorporación máxima de una
molécula de BH4 por subunidad (Marletta, 1993; Ghffith y Stuehr, 1995). Esta
dimerizacion implica sólo el dominio oxigenasa de cada subunidad, mientras que el
dominio reductasa se ancla como extensiones monoméricas independientes. Este
ensamblaje en presencia de BH4 y L-arginina permite que se produzca la transferencia
de electrones entre los dominios reductasa y oxigenasa (Siddhanta y col., 1996), lo
cual lleva a adquisición de actividad NOS.
Además de la formación de NO por parte de las diferentes sintasas, recientemente se
ha descrito una formación de NO independiente de sus sintasas específicas. Esta
formación se da a partir de la enzima nitrito reductasa, y nos muestra que los nitritos
son una gran fuente de NO en lugar de un producto inactivo de la oxidación del NO
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(Schulz y col., 2005). Esta formación de NO independiente de NOS se ve aumentada
en situaciones patológicas, por ejemplo en situación de isquemia miocárdica (Csonka
y col., 1999). En condiciones de pH ácido, que se producen durante la isquemia
miocárdica, los nitritos se transforman en ácido nitroso, que pueden reaccionar con
donantes de electrones para formar trióxido de dinitrógeno. Esta especie reactiva de
nitrógeno puede ejercer dos funciones: nitrosüar tioles, o formar NO (Demoncheaux y
col., 2002). Asimismo, la xantina óxidorreductasa presente en el endotelio transforma
los nitritos en NO, efecto que se ve beneficiado en situaciones de pH ácido, altas
concentraciones de NADH o hipoxia (Zhang y col., 1998; Doel y col., 2000; Godber y
col.. 2000).
Activación de la guanitato ciclasa soluble y formación de cGMP
Multitud de efectos fisiológicos del NO son mediados por el cGMP. La guanilato ciclasa
(GC), que produce cGMP a partir de guanosín trifosfato (GTP), es el mecanismo de
transducción de señal para el NO, ya que la activa mediante unión a su Fe hemo
(Traylor y Sharma, 1992; Stone y Marletta, 1994; Stone y col., 1995). No se conoce el
mecanismo por el cual el NO se libera de la guanilato ciclasa, aunque la producción de
cGMP finaliza segundos después de la liberación del NO {Garthwaite y col., 1988).
El NO provoca en la GC soluble (sGC) un cambio conformacional que incrementa su
actividad (Ignarro y Kadowitz., 1985; Hobbs y col., 1999). La sGC convierte el GTP en
cGMP y éste a su vez activa la proteina kinasa G (PKG), que, mediante fosforilación
de proteínas, puede ejercer inhibición de canales de Caz* de tipo L de la membrana
plasmática, activación de Ca2+-ATPasas de la membrana plasmática (Vrolix y col.,
1988) y el retículo sarcoplásmico (Cohén y col., 1999) e inhibición de la proteín lipasa
C (PLC), que en conjunto lleva a una reducción del Ca2* citosólico, desencadenando
relajación de la célula muscular lisa, y por lo tanto, dilatación vascular (Rivero-Vilches
y col., 2003).
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Además, se ha descrito que el NO puede híperpolarizar la membrana de la célula
muscular lisa y, por lo tanto, provocar vasodilatación, mediante una activación directa
de canales de rC (Bolotina y col., 1994).
- Prostaciclina
La prostaciclina es un prostanoide de la cual se ha descrito un efecto vasodilatador.
Los prostanoides se forman en la mayoría de las células del organismo, cumpliendo
una función autocrina y paracrina, coordinando gran variedad de procesos fisiológicos
y patológicos. En condiciones fisiológicas normales, los prostanoides ejercen un papel
homeostático esencial en la citoprotección de la mucosa gástrica, hemostasis,
fisiología renal (Smith y col., 1991; Vane y col., 1998; Narumiya y FitzGerald, 2001) y
en el control del tono vascular (Davidge, 2001). También se pueden inducir en
situaciones patológicas, como procesos inflamatorios y cancerígenos (Seibert y col.,
1994).
Los prostanoides se sintetizan efe novo a partir de ácido araquidónico (AA) liberado de
la membrana por la DAG lipasa o la PL A2, cuando las células se activan por acción de
un estrés mecánico y mediante un estímulo fisiológico o patológico, como la acción de
distintas citoquinas, factores de crecimiento u otros estímulos más específicos
(colágeno y adenosín difosfato -ADP- en las plaquetas, bradiquinina y trombina en el
endotelio, etc). El AA es transformado al precursor de prostanoides prostglandina (PG)
G2> que se peroxida posteriormente a PGH2- Ambas reacciones enzimáticas son
catalizadas por la enzima ciclooxigenasa (COX), que consta de dos isoformas distintas
con una estructura tridimensional similar y que se encuentran orientadas de tal forma
que metabolizan instantáneamente el AA liberado (Morita y col., 1995):
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• COX-1, localizada en la membrana del retículo endoplásmico, se sintetiza de
forma constitutiva (O'Neill y col., 1994) y juega un papel muy importante en
funciones fisiológicas distintas, como la agregación plaquetaria y la función
renal (Merlie y col., 1988; Funk y col., 1991).
• COX-2, que actúa principalmente en la membrana nuclear. Normalmente se
expresa a niveles bajos o indetectables, pero se expresa rápidamente de forma
inducible en respuesta a estímulos como mitógenos, promotores tumorales y
agentes proinflamatorios, como citoquinas y endotoxinas. De ahí que se le
atribuya a esta isoforma de COX la mayoría de las funciones inflamatorias de
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Figura 4: Metabolismo del ácido araquidónico hacia los prostanoides específicos.
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Dependiendo del tipo celular, la PGH2 es sustrato de distintas enzimas (Figura 4)
(Mancini y col., 2000):
• TX sintasa en macrófagos, plaquetas y músculo liso vascular
• PG1? sintasa en células endoteliales y del músculo liso vascular
• PGF sintasa en el útero
• PGD sintasa en cerebro y células mamarias
Como los prostanoides son químicamente inestables y su metabolismo es muy rápido,
han de actuar cerca de su lugar de síntesis, de forma autocrina o paracrina. Para ello,
han de interaccionar con sus receptores específicos, de siete dominios
transmembrana, pertenecientes a la superfamilia de receptores de tipo rodopsina,
acoplados a proteínas G heterotriméricas. Existen nueve receptores espcíficos de
prostanoides conocidos, y distintas variantes por splicing con distintos extremos C-
terminal (Narumiya y FitzGerald, 2001), cuya nomenclatura depende del ligando que
unen (Narumiya y col., 1999): EP1, EP2, EP3 y EP4, específicos de PGE2; DP1 y DP2,
específicos de PGD2; FP, específicos de PGF2a; IP, específico de PGI2: y TP,
específicos de TXA2, aunque a éstos últimos puede unirse también PGH2 (Patscheke;
1990). Estos receptores se pueden agrupar en tres categorías dependiendo del tipo de
proteína G que active y, por tanto, de la respuesta que provoquen:
• EP2, DP, IP y EP4, son vasodilatadores, y activan la proteína Gs, que estimula
la producción de cAMP por la adenílato ciclasa (Trist, 1989; Adié, 1992;
Ichikawa, 1996).
• TP, FP y EP1, son contráctiles, y activan la proteína Gq, aumentando así la
concentración de Ca2+ intracelular e influyendo así en el recambio del
fosfatidilínositol (Mayeux y col., 1989; Watanabe y col., 1991; Funky col., 1993;
Watabe y col., 1993).
• EP3 A, B y C, inhiben la AC por activación de la proteína G¡.
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Este esquema no siempre se cumple, y la proteína G que activa el receptor del
prostanoicle depende del tipo celular. Por ejemplo, los receptores IP, que normalmente
activan las proteínas GSl pueden activar también las proteínas Gq y G¡ en determinadas
ocasiones (Schwaner y col., 1995). Asimismo, también puede ocurrir que los
prostanoides no actúen sobre su receptor específico, sino sobre otros receptores de
prostanoides. Se han descrito casos por ejemplo en los que PGI2 ejerce efecto
vasoconstrictor al unirse a ios receptores TP (Blanco-Rivero y col., 2005b).
La PGI2 es muy importante en la regulación de la hemostasis, puesto que controlan el
flujo sanguíneo. Se ha visto demostrado que sus niveles se ven aumentados en
pacientes con aterosclerosis (Fitzgerald y col., 1987), y en condiciones experimentales
de hipertensión (Blanco-Rivero y col., 2005b). Posee un efecto vasodilatador a bajas
concentraciones, mientras que a elevadas concentraciones el efecto es
vasoconstrictor (Williams y col., 1994; Blanco-Rivero y col., 2005b). Sus acciones
principales son inhibición de la agregación plaquetaria y relajación de las células
musculares lisas, limitándose su función a modular la acción de otros factores
vasoactivos.
La PGI2 tiene una vida media corta, ya que, como el resto de PGs no se almacena en
la célula, sino que se sintetiza y se libera en respuesta a diversos estímulos. A
diferencia de las otras PGs, que en su mayoría son degradadas principalmente por
enzimas al pasar por la circulación pulmonar, la PGI2 se inactiva mediante una
degradación no enzimática al metabolito estable 6-ceto PGF1a, que puede aparecer en
la circulación general. Este hecho ha servido de base para suponer que la PGI2 sería
la única PG que tendría algunos efectos vasculares con cierta relevancia sistémica
{Waldman y col., 1978).
Los principales factores capaces de estimular la síntesis y la liberación de la PGI2 son
la angiotensina II, la ACh o la BK, y productos liberados de las plaquetas como la
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serotonina, la interleuquina-1 (IL-1) y el PDGF, así como los nucleótidos de adenina
(Mitchell y col., 1992).
- Factor hiperpolarizante dependiente del endotelio (EDHF)
El endoteüo libera otro factor vasodilatador llamado EDHF (del inglés, Endothelium
Derived Hiperpolarizing Factor), y produce la relajación del músculo liso vascular al
inducir hiperpolarización de su membrana celular (Rubanyt y Vanhoutte, 1986b). En
ios vasos sanguíneos de varias especies de animales esta hiperpolarización es
resistente a los inhibidores de la NOS y de la COX, por lo que la relajación endotelio
dependiente no sólo sería atribuible al NO o a la PGI2 (Murphy y Brayden, 1995; Corriu
y col.. 1996), sugiriendo la existencia de otro factor responsable de dicha relajación.
La naturaleza del EDHF no se conoce exactamente, y durante un tiempo se consideró
la posibilidad de que el EDHF fuera un metabolito del AA formado por la acción del
citocromo P450 (Cohén y Vanhoutte, 1995). Sin embargo, en los vasos sanguíneos de
algunas especies los inhibidores del citocromo P450 no afectan a la hiperpolarización
dependiente de endotelio.
La hiperpolarización y relajación inducida por el EDHF parece ser debida a un
incremento en la conductancia de los canales de K* en la membrana del músculo liso
vascular, a través de los canales de K+ dependientes de Ca2* e independientes de
ATP, ya que no se inhibe en presencia de glibenclamida. Entre los canales de K+
dependientes de Ca2+ implicados en la vasorrelajación del EDHF, los que son capaces
de producir una hiperpolarización de la membrana son los de media y baja
conductancia (IKCa y SKca). (Gluais y col., 2005).
No se conoce bien el papel fisiológico del EDHF en la regulación del tono vascular,
aunque se sabe que se libera in vitro, por acción de concentraciones elevadas de ACh
o BK (Fujii y col., 1992; Mombouli y col., 1992), sugiriendo la posible mediación parcial
de la acción vasodilatadora de estos agentes.
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La contribución del EDHF a la relajación dependiente de endotelio varía en función de
la arteria que se trate y de la función de la misma. Este factor actúa fundamentalmente
sobre la microvascuíatura y los vasos de resistencia de pequeño calibre, por lo que
parece jugar un papel importante en la regulación local de las resistencias periféricas
vasculares (García-Pascual y col., 1996; Levy y col., 1997). Diversos estudios sugieren
además que el EDHF participa de manera especialmente importante en la circulación
coronaria y en el lecho vascular mesentérico, ya que aproximadamente el 60% o 70%
respectivamente de la respuesta vasodilatadora a agentes vasodilatadores
dependientes de endotelio está mediada por el EDHF (Maeso y col., 1998; Vázquez-
Pérez y col., 2001).
Factores vasoconstrictores
- Endotelina (ET)
La ET fue descubierta a finales de la década de los 80. Es una proteína de 21
aminoácidos, que se sintetiza a partir del gen de la endotelina, que codifica para la
preproendotelina, de 203 aminoácidos, que bajo la acción de una endopeptidasa, la
transforma en big endotelina, de 39 aminoácidos. Esta última es una pro hormona que
se secreta y libera a la circulación; finalmente la enzima convertidora de endotelina
(ECE) la transforma en ET-1. Actualmente se conocen tres isoformas diferentes,
denominadas ET-1, ET-2 y ET-3, cuya diferencia radica en su secuencia de
aminoácidos. Las tres tienen actividad biológica, diferenciándose sólo en su potencia
farmacológica, siendo ET-2 la de mayor acción vasoconstrictora, y ET-3 la de menos
(Yanagisawa y Masaki, 1989; Anggard y col.. 1990).
La ET-1 se sintetiza tanto en condiciones básales como en respuesta a estimulación
mecánica, química y humoral. Los factores capaces de regular positivamente la
expresión del gen de la endotelina son la angiotensina II, las catecolaminas y los
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factores de crecimiento como TGF-p. Por otro lado, hay factores capaces de regular
negativamente dicha expresión génica y, por tanto, reducir la liberación de ET-1, como
el NO, la PGI2, la ET-3 o la PGE2. (Kon y Badr, 1991; Levin, 1995).
La ET-1 actúa a través de receptores específicos, de los cuáles se han descrito dos
tipos, los ETA y los ETB.
- Los receptores ETA se localizan principalmente en las células del músculo liso
vascular y en los cardiomiocitos. Su estimulación activa la PLC, facilitando la
señalización mediada por IP3 y DAG, que van a aumentar la concentración
intracelular de Ca2+ y la actividad de la PKC. Como consecuencia, se produce
vasoconstricción y proliferación celular (Patocka y col., 2005).
Los receptores ETB se encuentran predominantemente en las células
endoteliales y en mucha menor medida en las células del músculo liso vascular,
y tiene afinidad tanto parra ET-1 y ET-3. Su estimulación produce tanto
vasoconstricción como vasodilatación, esta última mediada por un incremento en
la producción de NO y PGI2 (Patocka y co!., 2005).
La ET-1 tiene la capacidad de regular mecanismos a corto plazo, como la
contracción y la secreción de otros factores vasoactivos como la angiotensina II. A
largo plazo, la ET-1 estimula la proliferación de diversos tipos de células, lo que
sugiere un posible papel en los procesos de crecimiento cardiovascular y renal como
el remodelado vascular, la hipertrofia ventricular y alteraciones glomerulares
proliferativas (Levin, 1995).
- Tromboxano A2 (TXA2)
E! TXA2 es el resultado de la transformación del derivado del AA, la PGH2, por acción
de la enzima tromboxano sintasa. Fue descubierto a mediados de los 80, En
experimentos realizados en anillos de aorta incubados con inhibidores de la COX,
donde la vasoconstricción dependiente de endotelio se bloqueaba, sugiriendo así la
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presencia de un metabolito del AA {Lüscher y Vanhoutte, 1986). La contracción
dependiente de endotelio en anillos aórticos producida por la ACh en presencia de
inhibidores de la NOS como e) L-NAME también se bloquea con inhibidores de la COX
y con antagonistas de (os receptores de TXA2/PGH2 (Kung y Lüscher, 1995). Por lo
tanto, el TXA2 y la PHG2 parecen ser los candidatos que lideran la vasoconstricción
dependiente de endotelio (Altiere y col., 1986; Kato y col., 1990).
El TXA2, como todos los prostanoides, ejerce sus acciones a través de su receptor
especifico, denominado TP, del cuál se conocen dos isoformas distintas denominadas
a y p, que se distinguen en el extremo carboxi-terminal localizado en el interior de la
célula. El hecho de que existan estas isoformas explica las múltiples vías de
transducción de señales activadas por este receptor a través de distintas isoformas de
proteínas G (Narumiya y col., 1999).
La liberación del TXA2 y otras PGs vasoconstrictoras puede ser estimulada por
distintos agentes vasoconstrictores como la propia ET, la serotonina, la noradrenalina
(NA) y la angiotensina II, así como por agentes vasodilatadores como (a ACh,
sustancias como la nicotina y el ionóforo A23187, y por acciones mecánicas sobre el
mismo endoteüo (Manabe y col., 1989; Taddei y Vanhoutte, 1993). En consecuencia,
el TXA2 podría mediar las acciones vasculares de estos factores.
Se ha demostrado una participación de esta sustancia vasoconstrictora en
determinadas situaciones fisiológicas y patológicas. Por ejemplo, se ha descrito una
participación de TXA2 en la disfunción endotelial debida al envejecimiento {Matz y col.,
2000), y en la regulación de la angiogénesis y el desarrollo de la metástasis (Nie y col.,
2000).
Como hemos explicado, el TXA2 se libera principalmente desde el endotelio. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado una liberación de TXA2 a partir del




En la década de los 90, se descubrieron unos compuestos denominados isoprostanos,
cuya estructura química era parecida a la de las PGs, y que son el producto de la
peroxidación no enzimática del AA catalizada por radicales libres. Lo más relevante es
que esta modificación del AA es independiente de la COX (Morrow y col., 1992). La
mayor fuente de los isoprostanos reside en la peroxidación de los ácidos grasos
presentes en ios fosfolípidos de membrana.
De todos los isoprostanos existentes, el de mayor importancia es el 8-iso-PGF2a, ya
que produce importantes respuestas biológicas en distintos tipos celulares, como
endotelío, plaquetas, células del músculo liso vascular, epitelio, y células infamatorias,
entre otras. Se ha demostrado una síntesis elevada en patologías cardiovasculares
como hipercolesterolemia, aterosclerosis, ¡ctus isquémico agudo o hipertensión
pulmonar, y durante la exposición a agentes como angiotensina II, mediadores
inflamatorios y factores de crecimiento (Reilly y col, 1998; Janssen, 2001; Cracowski,
2004; Dogne y col., 2005; Morrow, 2005).
• Especies reactivas de oxígeno (ROS)
La generación de especies reactivas de oxígeno está asociada con el metabolismo
normal de las células (Li y col., 1997). Se generan a partir de reacciones de oxidación-
reducción, y actúan como mediadores intracelulares de señales de transducción en
procesos fisiológicos y patológicos. En el sistema vascular, las especies reactivas de
oxígeno pueden modular el tono y la estructura del vaso sanguíneo, pudiendo
incrementar el crecimiento de las células del músculo liso vascular, migración celular,
inflamación y depósito de proteínas de la matriz celular, lo que provoca un proceso de
remodelado vascular, que incluye disfunción endotelial y engrasamiento de la pared
vascular (Griendling y col., 2000).
18
Introducción
Generación de las especies reactivas de oxígeno
Las especies reactivas de oxigeno se generan como intermediarios en reacciones de
oxidación-reducción, que transforma el O2 en H2O, La reducción del O2 en presencia
de un electrón genera aniones superóxido (O2), peróxido de hidrógeno (H2O2) y
radicales hidroxilo (OH) en la siguiente secuencia:
O2 > O2- > H2O2 > OH > H2O
O2'\ H2O2 y OH' se producen en distinta medida dependiendo del lecho vascular.
Participan en la regulación de la estructura y la función vascular, activando distintas
vias de señalización, como proteína kinasa activada por mitógenos, proteín tirosín
quinasas y fosfatasas, y diversos factores de transcripción. La activación de dichas
cascadas de señalización provoca migración y crecimiento de las células del músculo
liso vascular, modulación de la función endotelial, expresión de mediadores pro-
inflamatorios, y modificación de (a matriz extracelular (Touyz, 2002).
• O2"tiene un electrón desapareado muy reactivo, lo cual provoca que sea muy
inestable y su semivida sea muy corta. Es hidrosoluble, y por tanto
impermeable a las membranas celulares, atravesándolas a través de canales
aniónicos. Puede producirse a partir de múltiples fuentes en la pared vascular
(Abe y Berk, 1998; Wang y col., 1999; Sorescu y col., 2002), incluyendo las
enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial. pequeñas moléculas que son
constituyentes celulares normales (flavinas, tioles, catecolaminas...), productos
del metabolismo del ácido araquidónico, xantina oxidasa... Su fuente principal
son las NAD(P)H oxidasas, presentes en endotelio, adventicia y células
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musculares (Mohazzab y Wolin, 1994), catalizando la producción de O2"
reduciendo ei O2 y usando el NAD(P)H como donante de electrones.
Parece ser que el mecanismo que controla la actividad de estas enzimas
depende de la disponibilidad de NAD(P)H citosólico {Mohazzab y col,, 1994;
Gupte y col., 1999; Wolin y col., 1999). El índice de producción de O2" por las
NAD(P)H oxidasas vasculares parece ser dependiente de la concentración de
O2, lo que permite a la oxidasa funcionar como un sensor fisiológico de la
presión de O2 (Mohazzab y col., 1994; Wolin y col., 1999).
2O2+NAD(P)H > 2O2+NAD(P) + H+
La actividad de este complejo está mediada por el sistema Ras (Iraní y
Goldschmidt-Clermont, 1998; Geiszt y col., 2001). Las proteínas Ras
pertenecen a una superfamüia con afinidad por el GTP, que se une a Ras, con
actividad GTPasa gracias a su unión con la proteína GAP. La energía liberada
al hidrolizar un fosfato se emplea en producir un cambio conformacional en el
complejo NAD(P)H oxidasa, lo cual provoca la formación de O2".
Se ha visto además que las tres isoformas de NOS son capaces de producir
O2" mediante un proceso denominado desacoplamiento (Pou y col., 1992;
Wever y col., 1997, Xia y Zweier, 1997), que consiste en la transferencia de
electrones a O2 en lugar de a L-arginina. Este anión reacciona rápidamente
con el NO reduciendo así su vida media y comenzando así la ruta de
producción de ONOO". Este proceso sólo ocurre en situaciones de bajos
niveles de L-arginina o BhU y en presencia de LDL nativa/oxidada (Vergnani y
col., 2000) o altas concentraciones de glucosa {Zou y col., 2002).
Los O2 ' pueden actuar como agente oxidante, siendo reducido a H2O2, o como
agente reductor, cediendo su electrón desapareado al NO para producir
ONOO' (Fridovich, 1997). En condiciones fisiológicas, en solución acuosa a pH
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neutro, la reacción más habitual que sufren es la dismutación, produciendo
H2O2. Sin embargo, si tenemos NO en exceso, gran cantidad de O2~ reacciona
con el NO para producir ONOO" (Darley-Usmar y col.. 1995).
H2O2 es liposoluble, y es estable en condiciones fisiológicas. Se produce
principalmente por dismutación de O2 \ Esta reacción puede ser espontánea o
ser catalizada por la enzima superóxido dismutasa (SOD) y se da
principalmente a bajas concentraciones de O2" y altas concentraciones de
SOD, que son las condiciones fisiológicas normales.
5OD
2O 2 + 2 H + > H2O2
H2O2 es eliminado del organismo por acción de la glutation (GSH) peroxidasa,
que utiliza el GSH reducido para transformar el H2O2 en H2O, y la catalasa, que
lo transforma en H2O sin necesidad de ningún cofactor.
• OH' es un potente oxidante que puede producirse directamente a partir de H2O
o de H2O2, en este caso en presencia de moléculas que contengan hierro,
como Fe2*. Es muy reactivo, y por tanto su semivida es muy corta. A diferencia
de O2" y H2O2, induce daño local en el lugar donde se forma.
Mecanismos antioxidantes
Los seres vivos han desarrollado mecanismos antioxidantes para mantener su
supervivencia frente al estrés oxidativo. Dichos mecanismos son diferentes en los
compartimentos intra y extracelulares, e incluyen mecanismos tanto enzimáticos
(SOD, catalasa, GSH peroxidasa) como no enzimáticos (Vitaminas C y E,
carotenoides, etc.) (Finkel, 1998).
- Se han identificado tres isoformas distintas de SOD en mamíferos (Fukai y col.,
2000): Cu/Zn SOD, citosólica, con cobre y zinc en su grupo prostético; ecSOD.
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también con cobre y zinc, pero extracelular; y MnSOD, con manganeso en su
grupo prostético, localizada exclusivamente en la mitocondria.
Las arterias contienen grandes cantidades de Cu/Zn SOD, lo cual sugiere un
papel muy importante de esta isoforma de la SOD en la pared vascular (Stralin
y col., 1995; Mclntyre y col., 1999).
- H2O2 es hidrolizado por la catalasa y la GSH peroxidasa para obtener H2O y
O2. La GSH peroxidasa es la mayor protectora de la membrana plasmática
contra la peroxidación lipídica, ya que dona H+ a los lipidos de membrana para
mantenerlos en su estado reducido.
Además de antioxidantes enzimáticos endógenos, podemos encontrar
numerosos antioxidantes no enzimáticos en los sistemas biológicos, entre ellos
el ácido ascórbico {vitamina C), cc-tocoferol (vitamina E), flavonoides,
carotenoides, bilirrubina y tioles (Finkel, 1998). El ácido ascórbico es
hidrosoluble, mientras que el ct-tocoferol y el (3-caroteno son liposolubles. Las
proteínas unidas a metates, como hemoglobina, mioglobina, transferrina,
ferritina y ceruloplasmina están implicadas en la reducción de la formación de
OH".
Por lo tanto, los niveles de ROS dependen tanto de su producción como de su
eliminación. Un desbalance entre ambos procesos tiene como consecuencia un
aumento del metabolismo del NO:
Reacción del NO con O2"
La sobreproducción de NO puede producir daños celulares debido a la formación de
especies de nitrógeno reactivas citotóxicas, como la producida por unión con los
aniones superóxido (Beckman y Koppenol, 1996). De hecho, la toxicidad del NO in
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vivo es debida a la reacción del NO con O2 \ para así formar ONOO' mediante una
reacción químicamente espontánea e irreversible. El ONOO" no es un radical libre,
puesto que los electrones desapareados tanto del NO como del O2 ' se han combinado
para formar un nuevo enlace químico.
NO+ O2 • ONOO"
El ONOO" es rápidamente protonado a ácido peroxinitroso (ONOOH), que genera gran
cantidad de especies citotóxicas con actividad nitrosilante, hidroxilante y oxidativa; por
ejemplo, los residuos de cisteína y metionina pueden ser oxidados, mientras que
tirosina y triptófano pueden sufrir nitrosilación (Beckman y Koppenol, 1996). De hecho,
la medición de residuos de 3-nitrotirosina se utiliza habitualmente como biomarcador
de la formación de ONOOH (Halliwell y col., 1999).
A pesar de que el ONOO" puede causar daños tisulares, existen mecanismos de
detoxificación diseñados para contrarrestar su potencial para dañar los tejidos. Por
ejemplo, se ha demostrado que el ONOO" puede reaccionar con compuestos que
poseen un grupo alcohol funcional, como la glucosa, para formar así un donante de
NO con características vasodilatadoras (Moro y col., 1995). Este mecanismo de
protección tiene particular relevancia en el proceso de isquemia-reperfusión cardíaco
(Nossuli y col., 1997). Además, la formación de ONOO' puede generar tioles
nitrosilados que pueden actuar como donantes endógenos de NO, induciendo asi
vasodilatación (Wu y col., 1994; Li y col., 2004b) e inhibición de la agregación
piaquetaria (Moro y col., 1994).
Factores de crecimiento
Los factores de crecimiento son moléculas peptídtcas que actúan de manera local,
aisladamente, o en combinación con otros agentes vasoactivos, como la angiotensina
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II o la ET-1, para promover síntesis de proteínas y crecimiento celular (Chabrier, 1996)
a través de receptores específicos de membrana, y la consiguiente activación de
proto-oncogenes (Scott-Burden y Vanhoutte., 1993).
Entre los diversos factores de crecimiento cabe mencionar el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento para fibroblastos básico
(FGFb), el factor-1 de crecimiento similar a la insulina (1GF-1), el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a), el factor de crecimiento transformante p (TGF p) y el factor de
crecimiento conectivo tisular (CTGF). Todos estos factores pueden inducir proliferación
y crecimiento de las células del músculo liso vascular, alterando a largo plazo la
función vascular (Rizzoni, 2002; Schiffrin, 2002).
1. b Túnica media
La túnica media está formada por una capa de fibras musculares lisas vasculares
orientadas circularmente, con fibras reticulares asociadas a ellas, y un pequeño
número de fibras elásticas individuales. Las fibras musculares lisas de la túnica media
son las responsables del mantenimiento de la presión vascular, por la regulación del
diámetro de la luz del vaso. Las células musculares que conforman la túnica media
son largas y fusiformes, de núcleo alargado, unidas entre si mediante uniones en
hendidura. Contienen haces de actina y miosina, responsables de la contracción por el
desplazamiento de las fibras de actina sobre las de miosina. En la contracción del
músculo liso se pueden distinguir dos componentes, una contracción fásica y una
contracción tónica (Rasmussen y col., 1987). La primera se caracteriza por una
respuesta rápida y transitoria, modulada por el sistema Ca2+-calmodulina (Dillon y col.,
1981), mientras que la segunda se regula por ia caldesmosina (Smith y col., 1987),
proteina contráctil que está asociada al dominio actina-miosina.
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Mecanismo de contracción del músculo liso vascular
Los estímulos que provocan la contracción del músculo liso vascular pueden ser de
distinta naturaleza. Todos ellos tienen en común que producen un incremento
intracelular de Ca2+, que se une a ia calmodulína; el complejo Ca2+-catmodulina
cataliza la fosforilación de las cadenas ligeras de la miosina al combinarse con la
quinasa de la cadena ligera de la miosína (MLCK), lo que permite la formación de
puentes cruzados en ia míosína y la interacción de éstos con los filamentos de actina,
provocando así la contracción. La energía necesaria para la contracción proviene del
adenosín trifosfato (ATP). El incremento intracelutar del Ca2+ puede ser debido a !a
estimulación de la entrada de Ca2+ extracelular principalmente por la activación de
canales de Ca2* dependientes de voltaje localizados en la membrana plasmática, o a
la liberación de Ca2+ del retículo sarcoplásmico, por la activación de la enzima
fosfolipasa C (PLC), que estimula la hidrólisis del fosfatídil inositol -4, 5- bifosfato (PIP2)
y aumenta la formación de inositol - 1 , 4, 5- trifosfato (IP3), estimulando la liberación de
Ca2t (Bülbring y Tomita, 1987; Timmermans y col., 1987; Minnerman, 1988).
Asimismo, cuando disminuye la concentración intracelular de Ca2+, la calmodulina se
disocia de la MLCK, inactivándola, y los grupos fosfato son eliminados posteriormente
por la fosfatasa de la miosina.
1. c Túnica adventicia
La túnica adventicia está formada principalmente por tejido conjuntivo con fibras
elásticas y de colágeno tipo I, además de por una red laxa de fibras elásticas delgadas
y terminaciones nerviosas que liberan distintos neurotransmisores (Li y Duckles, 1992;
Boeckxstaens y col., 1997; Marín y Balfagón, 1998). Los neurotransmisores liberados,
a través de sus receptores específicos, van a ejercer su acción sobre los distintos tipos
celulares que componen la pared vascular y, por lo tanto, actúan como modulador del
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tono vascular. Además, la túnica adventicia es una fuente de radicales de oxígeno,
como O2", que afectan tanto a la función del músculo liso vascular como a la de las
células endoteliales, regulando de esta manera el tono vascular (Pagano y col., 1995).
Las terminaciones nerviosas que llegan a la túnica adventicia tienen gran importancia
en el control de las respuestas vasomotoras. Entre la terminación nerviosa y las
células vasculares se establece comunicación química a través de la hendidura
sináptica. Este tipo de comunicación se caracteriza por la liberación de
neurotransmisores desde la terminación nerviosa, y por la interacción de dichos
neurotransmisores con receptores específicos de la célula postsináptica. La naturaleza
química y/o función de los neurotransmisores liberados depende de la especie y del
lecho vascular, y ejercen su acción sobre las distintas células que constituyen la pared
del vaso, incluidas otras terminaciones nerviosas.
En la circulación mesentérica, los neurotransmisores (iberados a partir de las
terminaciones nerviosas, interaccionarán y modularán tanto las respuestas
presinápticas como postsinápticas (Takenaga y Kawasaki, 1999).
En la regulación nerviosa de la arteria mesentérica de rata se ha demostrado la
existencia, entre otras, de tres tipos de inervación: adrenérgica, sensitiva y nitrérgica.
Inervación adrenérgica
La inervación adrenérgica libera principalmente noradrenalina (NA) junto a
neuropéptido Y (NPY) y ATP (Donoso y col., 1997a).
La NA es una amina biógena que pertenece al grupo de las catecolaminas. Una vez
sintetizada, es transportada en vesículas por el axón hasta Itegar a la terminación
nerviosa. Su secreción a la hendidura sináptica se realiza normalmente por exocitosis,
aunque puede ser liberada de forma espontánea. Puede actuar sobre dos tipos de
receptores adrenérgicos específicos, localizados tanto pre como postsinapticamente:
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Receptores g-adrenérqicos: Se localizan tanto en la pared vascular como en la
terminación nerviosa, y pueden ser de tipo a r y <x2- postsinápticos y
a2- presinápticos, aunque estos últimos se han encontrado también en músculo
liso vascular y endotelio de aorta (Ruffolo y col., 1981; Egleme y col,, 1984;
Descombes y Stoclet, 1985) y mesentérica (Itoh y col., 1987, Ferrer y Osol, 1998).
Los receptores a-postsinápticos están implicados en la regulación de la resistencia
vascular periférica.
La NA liberada desde las terminaciones nerviosas activa los receptores a r
postsinápticos, los cuales están acoplados a proteínas G, y estimulan a la enzima
PLC. Esta enzima cataliza la hidrólisis de PIP2, dando lugar a IP3 y diacilglicerol
(DAG). Ambos compuestos actúan como segundos mensajeros, potenciando la
liberación de Ca2+ intracelular y activan la enzima proteína kinasa C (PKC) (Hein y
Kobitka, 1995; Zhong y Minneman, 1999; García-Sainz y col., 2000).
Los receptores a2-presinápticos inhiben la liberación de NA mediante un
mecanismo de retroalimentación negativa. Cuando estos receptores se activan,
inhiben a la enzima adenilato ciclasa (AC) {Cotecchia y col., 1990; Wise y col.,
1997), inhiben la apertura de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje
(Cotecchia y col., 1990) y activan los canales dependientes de K* (Surprenant y
col., 1992). Los receptores ot2-presinápticos también pueden acoplarse a otras vías
de señalización intracelular mediante la activación del intercambiador NaVH*
(Limbird, 1988) y de las enzimas PL A2, C y D (Cotecchia y col., 1990; MacNulty y
col., 1992; Kukkonen y col., 1998).
Receptores P-a dren erg icos: En general, los receptores p-adrenérgicos se localizan
en las células del músculo liso vascular (Ferrer y col., 1996; Briones y col., 2005),
aunque también están presentes en células endoteliales (Akimoto y col., 2002).
Están clasificados como receptores prpostsinápticos y p2-presinápticos
(Guimaraes y Moura, 2001).
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Los receptores p2-presinápticos juegan un importante papel en la regulación del
tono vascular, ya que facilitan la liberación de NA desde las terminaciones
adrenérgicas (Ferrery Balfagón, 2001; Ferrer y col.. 2003).
Cuando los receptores prpostsinápticos, que están acoplados a proteínas G, son
activados, estimulan la actividad de la enzima AC e inducen el aumento de los
niveles de adenosín monofosfato cíclico (cAMP). Este aumento conlleva a la
activación de la enzima proteína kinasa A (PKA) que, por distintos mecanismos,
reduce la liberación de Ca2+ intracelular y, como consecuencia, favorece la
relajación del músculo liso vascular (Werstiuk y Lee, 2000).
Asimismo, la NA puede activar receptores p-adrenérgicos presentes en la células
endoteliales, haciendo así que se active la eNOS y se libere NO (Arribas y col.,
1994; Conde y col., 2000).
La NA posee mayor afinidad por los receptores a- que por los receptores p-, y debido
al predominio de los receptores a-adrenérgicos en las células musculares del músculo
liso vascular, el efecto neto de la estimulación simpática es vasoconstrictor {Vanhoutte
y coi., 1981).
Existen varios mecanismos de inactivación o degradación de la NA. La recaptación de
parte de la NA que queda en la hendidura sináptica permite a la neurona crear nuevas
vesículas presinápticas, o degradar el neurotransmisor mediante la enzima
monoaminooxidasa (MAO). Además, la NA se inactiva por metilacíón medíante la
enzima catecolamina O-metil transferasa, presente en todos los tejidos, y es eliminada
al torrente sanguíneo. Parte de la NA liberada difunde a los tejidos circundantes y
después a la sangre (Guyton y Hall, 2006).
El NPY ha sido menos estudiado pero se ha demostrado su implicación en el control
simpático del tono vascular (Lundberg y Tatemoto, 1982; Tatemoto y col., 1982).
Puede actuar sobre su receptor postsináptico, Y, potenciando la acción
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vasoconstrictora de la NA en numerosos vasos (Donoso y col., 1997b) y sobre su
receptor presináptico, Y2 reduciendo la liberación de NA (Donoso y col., 1988).
El ATP también participa en la respuesta vasomotora, actuando sobre receptores
purinérgicos situados en la superficie celular (Ralevic y Burnstock, 1998). Se
encuentran distribuidos en neuronas del sistema nervioso central y periférico. En
vasos se encuentran en las terminaciones nerviosas, donde median ia respuesta
neurotransmisora del ATP y en células musculares, donde regulan y/o modulan la
contracción (Evans y col., 1995).
Inervación sensitiva
La inervación sensitiva libera principalmente el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP) y sustancia P. El CGRP es uno de los vasodilatadores más
potentes, implicado en la regulación de la resistencia vascular y del flujo sanguíneo
regional (Maggi y Meli.1988; Bell y Mcdermott, 1996). El CGRP está distribuido en el
sistema nervioso y en el sistema cardiovascular (Wimalawansa, 1996). En el sistema
nervioso periférico, el CGRP se sintetiza en los ganglios de las raíces dorsales cuyos
axones rodean los vasos sanguíneos y transportan el CGRP hasta tas terminaciones
(Bell y McDermott, 1996). Hay dos ¡soformas de CGRP, el a-CGRP producido por
spiicing alternativo del gen CGRP/Calcitonina en el sistema nervioso y p-CGRP en
tejidos neuronales (Wimalawansa, 1996). Ambas ¡soformas se diferencian en alguno
de los aminoácidos de su secuencia peptidica pero sus actividades biológicas son
similares en la mayoría de los lechos vasculares (Bell y McDermott, 1996). La acción
vasodilatadora del CGRP se produce por reducción del Ca2+ intracelular, reducción de
la sensibilidad contráctil en respuesta a Ca2+, incremento los niveles ¡ntracelulares de
cAMP, activación de los canales de K* dependientes de ATP. Además de esta
respuesta directa, se ha descrito que la respuesta vasodilatadora a CGRP puede estar
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mediada por la liberación de NO endotelial (Boussery y col., 2005; Thakor y Giussani,
2005).
Inervación nitrérgica
En cuanto a la inervación nitrérqica. estudios histológicos revelaron que el músculo liso
vascular estaba inervado por neuronas que contenían óxido nítrico sintasa neuronal
(nNOS) (Bredt y col., 1990). Se ha descrito la existencia de NO en terminaciones
nerviosas que rodean distintos lechos vasculares incluyendo la arteria mesentérica
(Yoshida y col., 1994) y cuya liberación participa en la modulación del tono vascular
(Marín y Balfagón, 1998).Su mecanismo de acción se ha explicado en el apartado
correspondiente (Página 3).
2. Proteína kinasa C (PKC)
La PKC es una serin-treonin quinasa ampliamente distribuida e identificada
¡nicialmente en músculo liso por Howe y Abdel-Latif (1988). Su implicación en la
contracción del músculo liso vascular ha sido ampliamente estudiada, ejerciendo un
papel relevante en la fosforilación de la MLC, y manteniendo así ía contracción
muscular (Salamanca y Khalil, 2005),
La estructura de PKC consiste en un polipéptido dividido en dos dominios, uno
catalítico y uno regulador (Figura 5). Este dominio regulador contiene los sitios de
unión a Ca2*, fosfolipidos y DAG y, en la mayoría de las ¡sozimas, una secuencia de
auto-regulación denominada pseudosubstrato, que se desdobla cuando se unen DAG
y fosfolípidos, dejando así libre el dominio catalítico (Waish y col., 1996; Morgan y
Leinweber, 1998). Tras su activación, la PKC se trastoca desde su "pool" inactivo
(citosol) a su "pool" activo (componente celular particulado). La mayoría de las
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isozimas de PKC poseen múltiples sitios de traslocación en el músculo liso (Khalil y
Morgan, 1993; Liou y Morgan, 1994; Damron y col., 1998; Kanashiro y Khalil, 1998a;
Hai y col., 2002; Di Liberto y col., 2003).














Figura 5: Clasificación y caracteristicas estructurales de las isoformas de PKC (Modificado de
Spitaler y Cantrell, 2004)
Comprende una familia de 12 isozimas producto de 11 genes distintos, clasificados en
tres grupos: convencionales, nóveles y atípicas.
o Convencionales, incluyendo las isoformas a, Pi, p)t y y. Las PKC clásicas tienen un
dominio C, que une DAG, y un dominio C2 que une Ca2+. Además tienen un motivo
pseudosubstrato en su extremo N terminal, similar en su estructura al motivo del
sustrato susceptible de ser fosforilado, pero con alanina en lugar de serina o
treonina, bloqueando asi de forma estérica el dominio catalítico de la PKC
(Newton, 2003). La unión del DAG aumenta la afinidad del enzima por la
fosfatidilserina. desencadenando así una alta afinidad por el Ca2+ en
concentraciones fisiológicas, llevando al enzima a un cambio conformacional que
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libera el motivo pseudosubstrato y aumenta la capacidad catalítica del enzima
(Newton, 1995).
o Nóveles, que son las isoformas S, e, TI, 9 y \i. Son reguladas también por DAG,
pero de forma independiente de Ca2\ El dominio C2 también une fosfolipidos de
forma Ca2+ dependiente, lo cual lleva a la activación de PKC. Sin embargo las
isoformas de PKC independientes de Ca2* pueden unir fosfolipidos en una
estructura similar a C2, dominio responsable también de la interacción con los
receptores de PKC activada, que regulan la activación y translocación de PKC
(Mellor y Parker, 1998).
o Atipicas, que son las isozimas C,, i y X. Su actividad catalítica es independiente de
DAG y Ca2+. Parecen estar reguladas por localización, por interacción con
proteínas reguladoras y señales de localización (NLS) y exportación nuclear (NES)
en su dominio regulatorio (Mellor y Parker, 1998; Newton, 2003).
Estas isozimas poseen distintos activadores, las isoformas convencionales y nóveles
se activan mediante esteres de forbol (PDBu, PMA o mezereina) y análogos estables
del DAG, mientras que las atipicas no se ven afectadas por estos activadores (Newton
y col., 2003). Asimismo, existen inhibidores no selectivos de PKC que actúan sobre
otras proteina kinasas. como H-7, estaurosporina y calfostina C (Davies y col., 2000), y
derivados de la estaurosporina como GÓ6976, GÓ6850, Gó 6983 y Ro-318220, que
poseen una alta selectividad por la PKC, pero no sobre determinadas isozimas, o en el
caso de G66976 y BIM-1, que son parcialmente selectivas por las isoformas
convencionales (Martiny-Baron y col., 1993; Gschwendt y col., 1996).
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3. Hormonas sexuales masculinas
3. a Síntesis y mecanismo de acción de las hormonas sexuales masculinas
Los andrógenos son las hormonas sexuales que confieren el desarrollo sexual en los
machos, y mantienen las características sexuales masculinas. Se encargan de
desarrollar los caracteres sexuales primarios en el embrión y los caracteres sexuales
masculinos secundarios en el momento de la pubertad. Además, contribuyen al
crecimiento general y la síntesis proteica, en particular, en la síntesis de miofibrillas
musculares, como se evidencia en la mayor musculatura de los machos en múltiples
especies (Randall y col., 2001).
Su producción y secreción se realiza principalmente en los testículos, específicamente
en las células de Leydig, aunque también existe producción de andrógenos a nivel de
la corteza suprarrenal. Su liberación está promovida por la hormona folículo
estimulante (FSH) y por la hormona luteinizante (LH), que son sintetizadas en la
adenohipófisis y liberadas a su vez en respuesta a la hormona liberadora de
gonadotropinas hipotalámica (GnRH). Las hormonas sexuales esteroideas ejercen
retroalimentación negativa sobre las neuronas secretoras del GnRH del hipotálamo y
sobre las células endocrinas de la adenohipófisis que producen FSH y LH (Randaíl y
col., 2001).
Al igual que el resto de hormonas de naturaleza esteroide (mineralocorticoides,
glucocorticoídes y estrógenos), los andrógenos se sintetizan a partir del colesterol. La
activación de la síntesis de las hormonas esteroides implica que se produzca hidrólisis
de los esteres de colesterol y tránsito del colesterol a la mitocondria, donde se
transforma en pregnenolona, precursor de todas las hormonas esteroides. A partir de
la pregnenolona se obtiene progesterona y posteriormente testosterona (Mathews y
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Pragnenolona > 17 Hldroxipregnenolona * Dehldroeplandrosterona
1 I I
Progesterona * 17 Hldroxlprogéstétona »> Androstendiona ». Eslrona
1 I I
Desoxlcorticosterona — > . 11 Desoxlcortlsol Testosterona > Estradiol
1 I ^
Cortlcosterona > Cofllsol-^" Dlhldrostesiosterona
Figura 6: Ruta de síntesis de las hormonas sexuales masculinas (adaptado de
http://www. fisterra. com)
La corteza suprarrenal, el testículo, el ovario y la placenta utilizan la misma ruta de
síntesis de hormonas esteroideas. Sin embargo, cada órgano tiene una dotación
enzimática distinta, lo cuál determina que la cantidad relativa de los productos finales
de esta ruta sea distinta. Como hemos dicho, los testículos sintetizan principalmente
andrógenos, de los cuáles los más importantes son testosterona, dihidrotestosterona
(DHT) y androstendiona. La cantidad de testosterona sintetizada es tan grande en
relación con los otros dos andrógenos que puede considerarse como el principal
androgeno testicular (Tresguerres y col., 1999).
La testosterona puede actuar directamente sobre las células blanco o ser reducida a
dihidrotestosterona (DHT) por acción de la 5a reductasa, mucho más potente, puesto
que tiene mayor afinidad con el receptor de andrógenos intracelular. La testosterona
puede además transformarse en 17(3 estradiol en los tejidos periféricos por acción de
la enzima aromatasa. Esta transformación podría ser un factor de confusión a la hora
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de analizar los efectos de los andrógenos sobre el organismo, puesto que el estradiol
es precursor de otros estrógenos, presentes en machos en cantidades apreciables de
manera fisiológica. Además, el 17p estradiol ejerce una vasodilatación marcada en
varios lechos vasculares (Chester y col., 1995; Browne y col., 1999; Salom y col.,
2001; English y col.. 2001). Por lo tanto esta aromatización puede presentar un
mecanismo de acción potencial por el cuál la testosterona ejerza vasodilatación. Para
comprobarlo, se realizaron estudios con inhibidores de la aromatasa (Yue y col., 1995;
Tep-aarenan y col., 2002) y con antagonistas de los receptores de estrógenos (Chou y
col., 1996), en los que no se observó una disminución de la vasodilatación, que fue
similar a la observada con el análogo no hidrolizable dihidrotestosterona (Deenadayalu
y col., 2001). Por lo tanto, la aromatización de la testosterona a 17p estradiol no
parece estar implicada en la respuesta vasodilatadora de la testosterona.
La testosterona es transportada a través del torrente sanguíneo unida a proteínas de
unión, que pueden ser o globulinas de unión a hormonas sexuales, a las cuáles se une
fuertemente, o a albúmina, a la cual se une con una afinidad menor. El propósito de
esta unión es mantener la hormona de forma inactiva hasta su presentación en al
célula diana, donde se une al receptor de andrógenos y ejerce su función (Heinlein y
Chang, 2002). El proceso por el cual ocurre la transferencia de la testosterona al
citoplasma es desconocido, al igual que cómo provoca la célula la disociación del
complejo hormona-globulina (Heinlein y Chang, 2002).
Los andrógenos son ligandos de los receptores de andrógenos, formando complejos
que se unen a promotores génicos y regulan la transcripción de diversos genes. Los
receptores de andrógenos, al igual que otros receptores de esferoides, están
compuestos de varios dominios funcionales (Evans, 1988): una región N-terminal
hipervariable, que regula la actividad transcripcional, un dominio central de unión a
35
introducción
DNA altamente conservado, una región bisagra, y un largo dominio C-terminal, de
unión a ligando {Figura 7),
N-terminal Sitio de unión Bisagra Sitio d* unión
a DNA aligando
Figura 7: Esquema representativo de los dominios funcionales del receptor de androgenos
(Adaptado de Chen y col., 2005).
Los receptores de androgenos modulan la transcripción génica mediante
reconocimiento y unión al elemento de respuesta de androgenos (Freedman, 1992). El
receptor funciona sólo tras su unión con los androgenos. Esta unión induce una
dimerización del receptor, su localización en el núcleo y su unión al DNA, en los
elementos de respuesta a androgenos, en forma de homodímero. Cada uno de los
monómeros contacta la región palindrómica del elemento de respuesta (Wong y col.,
1993).
La interacción de las hormonas sexuales con los receptores de testosterona citosólicos
o nucleares estimulan gran número de efectos, tanto genómicos como no genómicos,
sobre el sistema cardiovascular:
• Los efectos genómicos llevan al crecimiento de las células endoteliales,
mediante la acción de la MAP quinasa (MAPK) (Geraldes y col., 2002). Hay
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estudios que sugieren que los andrógenos aceleran el crecimiento vascular
estimulando la proliferación de las células del músculo liso vascular, aunque
también los hay que postulan lo contrario (Somjen y col., 1998; Wynne y Khalil,
2003). Por tanto, parece ser que los andrógenos ejercen un efecto proliferativo
o antiproliferativo de sus células diana dependiendo de su concentración.
• Existen receptores de andrógenos específicos en la membrana plasmática que
inducen efectos no genómicos (Gerhard y Ganz, 1995; Farhat y col., 1996).
Estos efectos no son eliminados por inhibidores de la transcripción génica, y
pueden producirse sin necesidad de que la hormona se una a los receptores
intracelulares, o que tos receptores se unan al DNA {Cato y col., 2002;
Simoncini y Genazzani, 2003). Estos efectos se caracterizan por un incremento
en la concentración intracelular de Ca2+ debido a un incremento en la cantidad
de IP3 (Estrada y col., 2000). A su vez, puede producirse un incremento la
fosforilación de ERK 1/2 (Estrada y col., 2003). Estos efectos no se ven
bloqueados por antagonistas de los receptores de andrógenos, como el acetato
de ciproterona, indicando que existen distintos mecanismos de acción no
genómicos de los andrógenos (Estrada y col., 2003).
3. b Efectos de la testosterona sobre la función vascular
Estudios epidemiológicos muestran que la incidencia de patologías cardiovasculares
es menor en mujeres premenopáusicas que en hombres de la misma edad (Isles,
1995, Bae y Zhang, 2005; Tatchum-Talom y col., 2005). La mayoría de las líneas de
investigación acerca del papel del género en la función vascular se han centrado
principalmente en los estrógenos (Joswig y col., 1999), habiéndose descrito el papel
protector de los estrógenos a nivel del sistema cardiovascular (Clarkson, 1998).
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Por el contrario, tradicionalmente los andrógenos se han asociado a un afecto
deletéreo sobre el sistema cardiovascular, debido a la prevalencia de enfermedades
cardiovasculares en varones (Wingard y col., 1983; Jousilahti y co!., 1999).
Sin embargo, estudios experimentales recientes han demostrado un efecto preventivo
de los andrógenos frente a enfermedades cardiovasculares similar al producido por los
estrógenos (Perusquia, 2003). Numerosos estudios con animales de experimentación
han demostrado que la testosterona ejerce un efecto vasodilatador directo en arterias
de varias especies, incluyendo conejo, perro, cerdo y rata, y tanto en estudios in vivo
(Chou y col., 1996) como in vitro (Yue y col., 1995; Murphy y Khalil, 1999; Crews y
Khalil, 1999; English y col., 2000a). Además, se ha demostrado un efecto
vasodilatador de la testosterona sobre la aorta torácica (Yue y col., 1995; Perusquia y
col., 1996) y en vasos de los lechos mesentérico (Tep-aarenan y col., 2002) y
pulmonar {English y col., 2001; Jones y col., 2002). Se ha descrito también una
inhibición en el desarrollo de la aterosclerosis en aorta de conejo macho debida a los
andrógenos (Alexandersen y col., 1999), y una disminución de la respuesta
inflamatoria inducida por lipopolisacárido y TNF-a en células endoteliales de cordón
umbilical humano (Norata y col., 2005). Además, recientemente se han llevado a cabo
ensayos clínicos con testosterona en isquemia miocárdica y se ha visto un efecto
beneficioso de la misma (Jones y col., 2004a). También se ha descrito un efecto
protector de la administración de testosterona a corto pfazo mejorando la resistencia
cardiaca a isquemia por esfuerzo, sugiriendo la existencia de mecanismos
vasodilatadores inducidos por esta hormona (Rosano y col., 1999). Los efectos
beneficiosos sobre la isquemia miocárdica se atribuyen a esta actividad
vasodilatadora. Asimismo, se han diagnosticado numerosos casos de
hipotestosteronemia en pacientes con enfermedades cardiovasculares, como
hipertensión, hiperinsulinemia, diabetes, obesidad o envejecimiento (Alexandersen y
col., 1996; English y col., 1997; English y coi., 2000b; Deenadayalu y col., 2001). Por
lo tanto, estas observaciones están en contra del efecto deletéreo de los andrógenos
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sobre el sistema cardiovascular, y sugieren que la testosterona ejerce un efecto
beneficioso sobre el sistema cardiovascular.
El tono vascular está influido, como hemos explicado anteriormente, por el endotelio y
las células musculares. En ambos tipos de células se expresan receptores de
testosterona (Kim-Schulze y col., 1996; Thompson y col., 2000), en diversos lechos
vasculares, dependiendo del género. Su localización subceluiar se puede ver
modulada por agonistas y antagonistas específicos de estos receptores (Tabla 1).
Además, se ha descrito un aumento de la expresión del mRNA del receptor de
andrógenos en un tratamiento combinado con testosterona y estradiol, lo cual sugiere
una acción colaboradora de ambos en la expresión del receptor de andrógenos
(Wynne y Khalil, 2003).
Tanto en el las células endoteliales como en las musculares se expresan receptores
de testosterona (Kim-Schulze y col., 1996; Thompson y col., 2000), en diversos lechos
vasculares, dependiendo del género. Su localización subceluiar se puede ver
modulada por agonistas y antagonistas específicos de estos receptores (Tabla 1).
Además, se ha descrito un aumento de la expresión del mRNA del receptor de
andrógenos en un tratamiento combinado con testosterona y estradiol, lo cual sugiere
una acción colaboradora de ambos en la expresión del receptor de andrógenos
{Wynne y Khalii. 2003).
39
Introducción
Tabla 1: Distribución, agonistas y antagonistas de los receptores de testosterona en
endotelio v músculo liso vascular (adaptado de Orshal v Khalil, 2004).






















Efectos vasodilatadores de tos andrógenos
Se sabe que las hormonas sexuales ejercen un papel de regulación del tono vascular
por modificación de la síntesis, liberación o bioactividad de factores endoteliales como
NO, PGI2 y EDHF:
- Se ha podido observar en coronaria de perro que la administración de
testosterona puede inducir vasodilatación debida en parte a una liberación de
NO endotelial (Chou y col., 1996). La BK, por ejemplo, aumenta la [IP3], y
estimula una rápida liberación de Ca2\ El tratamiento con testosterona bloquea
este efecto de la BK y, por tanto, la producción de NO en cultivos de células
endoteliaies de rata (Rubio-Gayosso y col., 2002). También se ha observado
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que andrógenos como la dehidroepiandrosterona (DHEA) desencadenan la
síntesis de NO aumentando la expresión y estabilización de eNOS mediante un
proceso dependiente de MAPK, pero no de PIP3 quinasa o AKT (Simoncini y
col., 2003b).
Sin embargo, existen estudios que demuestran que que la relajación inducida
por testosterona no se ve modificada en presencia de inhibidores de la síntesis
de NOS o GC (Yue y col., 1995; Honda y col., 1999; Deenadayalu y col., 2001).
Se ha descrito que la testosterona, aunque no influye en la liberación de NO,
es capaz de aumentar la sensibilidad del músculo liso vascular al NO. Por
ejemplo se ha demostrado una disminución del efecto vasodilatador de la ACh
en ratones feminizados, en los que hay bajos niveles de testosterona (Jones y
col., 2003), y un aumento de la respuesta vasodilatadora a nitroglicerina
cuando se administra de forma exógena (Kang y col., 2002). Esta acción puede
deberse a un aumento en los niveles de cGMP o PKG (Deenadayalu y col.,
2001).
PGI2 es un factor relajante dependiente de endotelio que proviene del
metabolismo del ácido araquidónico. Se ha descrito que los estrógenos pueden
aumentan ta síntesis de los productos de COX como PGI2(Geary y col., 2000).
En cuanto a los andrógenos, tratamientos con testosterona en aorta de rata
hembra han mostrado una disminución de la síntesis de PGI2 (Wakasugi y col.,
1989) y en cultivos de células musculares lisas de aorta de rata (Nakao y col.,
1981).
Por otra parte, existen múltiples estudios que han investigado el efecto de
prostanoides vasodilatadores en la respuesta a testosterona, mediante el uso
del inhibidor inespecífico de COX indometacina, demostrando que no posee
efecto inhibitorio sobre la relajación dependiente de testosterona (Yue y col.,
1995; Chou y col., 1996; Honda y col., 1999).
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EDHF activa los canales de K+ dependientes de Ca2\ produciendo asi
hiperpolarización y relajación del músculo iiso. La testosterona puede promover
hiperpolarización dependiente de endotelio de las células del músculo liso
vascular, de forma dependiente de concentración. Esta relajación se puede
producir de forma tanto dependiente como independiente de endotelio, e
implica la acción de los canales de K+ dependientes de Ca2* y sensibles a ATP
(Honda y col., 1999).
A pesar de todo, existen múltiples estudios que demuestran que la relajación debida a
la testosterona no se ve modificada por ta eliminación del endotelio (Yue y col., 1995;
Honda y col., 1999; Deenadayalu y col.. 2001; Perusquia y col.. 1996; Perusquia y
Villalón, 1999; Murphy y Khalil, 1999). Por lo tanto, en la respuesta vasodilatadora a
testosterona han de estar implicados otros mecanismos vasodilatadores, como una
apertura de canales de K* {Won y col., 2003; Tep-areenan y col., 2003), o una acción
antagonista del Ca2+{Perusquia y Villalón, 1999; Crews y Khalil, 1999).
• Efectos vasoconstrictores de los andrógenos
Estudios con animales de experimentación han demostrado, desde hace tiempo, que
tras un tratamiento in vivo con andrógenos las respuestas vasoconstrictoras están
incrementadas (Bhargava y col., 1967; Greenberg y col., 1974). Estos datos nos llevan
a pensar que una terapia con testosterona incrementa la respuesta vasoconstrictora
vascular, que puede deberse a modulación tanto de factores endoteliales, como de la
maquinaria contráctil del músculo liso vascular.
- Los niveles básales de ET-1 son muy bajos. Sin embargo, factores de riesgo
como hipertensión o diabetes incrementan su producción. Se ha demostrado
que la ET-1 es liberada en menor proporción en hembras, lo cuál podría
explicar el menor tono vascular y presión arterial en hembras que en machos
(Kahonen y col., 1998).
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La ET-1 se puede unir a dos tipos de receptores, ETA y ETB, que pueden ser
tanto musculares como endoteliales. La activación del receptor ETB endotelial
puede provocar la liberación de NO. Sin embargo, la estimulación de ambos
tipos de receptores en las células del músculo liso vascular activa mecanismos
de contracción. Esta activación en machos que en hembras, lo cual puede
deberse a un cambio funcional al receptor ETB (Tostes y col., 2000).
También se ha demostrado que la testosterona incrementa la respuesta
contráctil inducida por ET-1 en aorta torácica de conejo (Ammar y col., 2004) y
en coronaria de cerdo (Teoh y col., 2000b).
Se ha podido observar que un tratamiento con testosterona está asociado con
un incremento de la contracción de la arteria coronaria de cerdo al análogo de
TXA2 U46619 (Schror y col. 1994). Asimismo se han descrito diferencias en la
liberación de factores vasoconstrictores dependientes de COX, como el TXA2,
que es mayor en machos que en hembras en situación experimental de
hipertensión (Kahonen y col., 1998).
En lo que respecta a la deprivación de hormonas sexuales masculinas, se han
encontrado resultados contradictorios dependiendo del lecho vascular
estudiado, puesto que en arteria mesentérica se ha visto un incremento de la
producción de TXA2 tras la orqutdectomía (Blanco-Rivero y col., 2006),
mientras que en arteria cerebral se ha visto un aumento de dicho prostanoide
vasoconstrictor en ratas orquidectomizadas tratadas con testosterona
(Gonzales y col., 2005).
La contracción de las células musculares lisas se desencadena por un
aumento en la [Ca2*]( debida a una liberación inicial de Ca2+ del retículo
sarcoplásmico y una entrada mantenida de Ca2* del espacio extracelular
(Murphy y Khalil, 2000). Además, la activación de PKC, MLCK, RhoK y MAPK,
así como la inhibición de la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina
contribuyen a la contracción del músculo liso (Horowitz y col., 1996; Somlyo y
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Sonmlyo, 2000). Esta activación de PKC puede producirse por ei aumento de
DAG producida por la ruptura de fosfolípidos de membrana debida a ta acción
de agonistas a-adrenérgicos como la Phe (Kanashiro y Khalil, 1998b).
El Ca2* es fundamental para iniciar la contracción del músculo liso vascular. Por
eso se ha estudiado el efecto de las hormonas sexuales sobre la movilización
de Ca2+ (Zhang y col., 1994. Murphy y col., 2000).
La longitud en reposo de las células del músculo liso vascular y la [Ca2t]¡ es
menor en hembras que en machos. Esto parece deberse a los estrógenos,
puesto que aumenta en hembras ovariectomizadas y no varía en machos
orquidectomizados (Murphy y col., 2000).
La despolarización de la membrana por KCI estimula la entrada de Ca2+. La
razón de las diferencias que se encuentran en esta contracción debidas al
género no están claras, pero puede deberse a diferencias en la densidad de
canales de Ca2+ en la membrana plasmática, o a su permeabilidad al Ca2*
dependiendo de la presencia o ausencia de estrógenos. Esto se ha podido
comprobar en células cardiacas de ratones deficientes en receptores de
estrógenos, en las que aumenta la expresión de canales de Ca2+ tipo L.
Además, la corriente de Ca2* tipo L es mayor en machos que en hembras
(Johnson y col., 1997; Bowles, 2001).
PKC está implicada en la respuesta a múltiples agonistas contráctiles, como
ET-1, angiotensina II, TXA2 y PGF2ci. Sólo las isoformas a, p, 5, sy C, de PKC
median la contracción del músculo liso vascular, variando la isozima específica
implicada en cada respuesta dependiendo del lecho vascular, el agonista, la
especie, el calibre de la arteria, etc (Lee y col., 1999; Dallas y Khalil, 2003). Las
vías de señalización a través de las cuales PKC media la contracción implican
alteraciones en la concentración de Ca2t intracelular, bien mediante activación
de canales de Ca2+ o inhibición de canales de K\ o indirectamente mediante
fosforilación de la cadena pesada de la miosina (Fulginiti y col., 1993).
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Los esteres de forbol y la fenilefrina (Phe) producen mayor contracción en
vasos aislados intactos de ratas de las cepas WKY y SHR machos que de
hembras (Kanashiro y Khalil, 2001). Estas diferencias en la contracción del
músculo liso vascular debidas al género pueden deberse a diferencias en la vía
mediada por PKC, pudiendo encontrarse estas diferencias tanto en la cantidad
de PKC expresada en el músculo liso vascular, como en la sensibilidad de la
ruta de transducción de señales de PKC a las hormonas sexuales endógenas
(Kanashiro y Khalil, 2001).
La actividad de PKC se puede ver modificada por los andrógenos de distintas
formas. Así, se ha descrito en próstata una disminución de la actividad de la
PKC en animales orquidectomizados, que coincide con una disminución en la
expresión de varias de sus isoformas (Montalvo y col., 2002). En tejido
vascular, se han encontrado resultados contradictorios, pudiendo observarse
una no modificación (Kanashiro y Khalil., 2001) y una disminución de la
actividad {Blanco-Rivera y col., 2005a) de la PKC.
Además, la PKC puede modificar la respuesta de distintos factores vasoactivos
importantes en la regulación del tono vascular, como un aumento en la
sensibilidad al Ca2* y a la reactividad vascular debida a agonistas a2-
adrenérgicos (Cárter y Kanagy, 2003), o la sensibilidad al al análogo de TXA2
U46619 (Ding y Murray, 2005).
Adicionaimente, no hay que olvidar que la PKC no sólo está implicada en la
regulación de la maquinaria contráctil, sino que además modula la síntesis de
distintos factores vasoactivos como NO (Nakane y col., 1991; Li y coi., 1998;
Onoue y col., 2002; Yakubu y col., 2004; Blanco-Rivero y col., 2005a),
prostanoides (Schuette y Lapointe, 2000; Cosentino y col., 2003), etc, así como
la liberación de neurotransmisores (Ferrer y col., 1992; Turner y col., 1996;




En resumen, el efecto de las hormonas sexuales masculinas sobre la función vascular
es variado, e incluso contradictorio, por lo cual está siendo objeto de revisiones de
gran interés (Jones y col.. 2004a; Orshal y Khalil, 2004; Thompson y Khalil, 2003).
Teniendo en cuenta que la circulación mesentérica juega importante papel en el
control de la presión sanguínea sistémica, y que en la regulación del tono vascular de
esta arteria intervienen factores endoteliales y nerviosos, es importante estudiar cómo
las hormonas sexuales masculinas modulan las respuestas vasomotoras inducidas por




Los objetivos concretos pfanteados en el siguiente trabajo han sido analizar, en la
arteria mesentérica de ratas macho, la influencia de las hormonas sexuales
masculinas sobre:
1. la liberación, respuesta y/o metabolismo del NO neuronal, valorando:
a. la participación del NO neuronal en la respuesta vasomotora inducida
por estimulación eléctrica.
b. la expresión de nNOS,
c. el NO liberado por estimulación eléctrica.
d. la producción de aniones superóxido y peroxinitritos
e. la participación de las anteriores sustancias en la respuesta vasomotora
al donante de NO, nitroprusiato sódico.
2. la liberación y función del NO endotelial, valorando:
a. la participación del NO endotelial en la respuesta vasodilatadora
inducida por acetilcolina.
b. la expresión de eNOS.
c. la liberación de NO endotelial inducida por acetilcolina.
d. la participación de otras sustancias, como aniones superóxido y
tromboxano A2, en la respuesta vasomotora inducida por acetilcolina.
3. la actividad de PKC.





1. Mantenimiento de animales y protocolos
Para este estudio se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 6 meses de edad.
Dichos animales se dividieron en dos grupos experimentales: ratas controles y
orquídectomizadas. Todos los animales se mantuvieron en el animalario de la
Universidad Autónoma de Madrid (Número de Registro EX-021U) de acuerdo con las
directivas 609/86 CEE y R.D. 233/88 del Ministerio de Agricultura. Pesca y
Alimentación de España. La deprivación de las hormonas sexuales masculinas se
indujo por gonadectomía a las 7 semanas de edad, y posteriormente el animal fue
sacrificado 4 meses después. A la edad de 6 meses se midió la presión arterial de
forma indirecta mediante el método de pletismografía de arteria caudal (método de "tai!
cuff" descrito por Buñag (1974). La observación de la atrofia de las vesículas
seminales confirmó la efectividad de la cirugía. Las ratas se sacrificaron mediante
inhalación de CO2; posteriormente se extrajo cuidadosamente la arteria mesenterica
superior, se limpió de tejido conectivo y se almacenó en solución Krebs-Henseleit
(KHS, en mM: NaCI 115; CaCI2 2,5; KCI 4,6; KH2PO4 1,2; MgSCy7H2O 1,2; NaHCO3
25; glucosa 11,1; Na2 EDTA 0,03) a 4° C. La investigación se llevó a cabo de acuerdo
con las directrices de Guide for the Care and Use of Laboratory Animáis publicada por
USA National Institutes of Health (NIH publication N°. 85.23 revised 1985).
2. Ensayo de actividad PKC
Se diseccíonaron segmentos de arteria mesentérica de ambos grupo de animales, se
congelaron en nitrógeno liquido y se almacenaron a -70 °C hasta su uso. La actividad
PKC se determinó utilizando el kit comercial Non-Radioactive Protein Kinase Assay
Kit (Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Germany). Las arterias congeladas
se homogeneizaron en un tampón compuesto por 50 mM pH 7,4 Tris-HCI, 10 mM
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benzamidina, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 50 mM (3-mercaptoetanol, 1 mM PMSF, y
se centrifugaron a 10000 x g durante 10 min a 4°C.
El sedimento se solubilizó en NaOH 2M para medir el contenido proteico, utilizando el
kit comercial DC protein assay kit (BioRad), basado en un ensayo colorimétrico similar
al ensayo de Lowry (Lowry y col, 1951). El ensayo consiste en la reacción de las
proteínas con una solución alcalina de tartrato sódico con el reactivo de Folin, y sigue
dos pasos: la reacción entre la proteína y el cobre en medio alcalino, y la consecuente
reducción del reactivo de Folin por acción de las proteínas tratadas con cobre. El
desarrollo del color se debe principalmente a los aminoácidos tirosina y triptófano, y en
menor medida a cistina, cisteína e histidina (Lowry y col, 1951, Peterson y col, 1979).
Las proteínas ejercen una reducción en el reactivo de Folin por pérdida de 1, 2 ó 3
átomos de oxígeno, produciendo así una o más especies reducidas con un color azul
característico, con un máximo de absorción a 750 nm y un mínimo a 405 nm. Dicha
lectura se realizó en un lector de placas (Multiskan Ascent, Labsystems) utilizando el
programa Ascent Software. La concentración de proteínas se determinó por
interpolación en una curva patrón elaborada a partir de distintas concentraciones de
albúmina de suero bovino (BSA).
Et sobrenadante se recogió y utilizó en el ensayo. La actividad PKC se midió siguiendo
el protocolo suministrado por el fabricante. Brevemente, las muestras se añadieron a
un tampón de reacción compuesto de 250 mM pH 7,0 Tris-HCI, 30 mM MgCI2, 5 mM
EDTA, 10 mM EGTA, 50 mM (3-mercaptoetanol, 1 mM ATP en los grupos de reacción
positivo y negativo, y 20 mM CaCI2 y 500 (ig/ml fosfatidilserina en el grupo de
reacción positiva, se transfirieron a una placa ELISA cubierta un péptido
pseudosubstrato, y se incubó durante 20 minutos a 25°C. La reacción se paró y tras
los lavados, se incubó la placa 60 minutos a 25°C con un anticuerpo biotinilado contra
el pseudosubstrato fosforilado, y posteriormente, otra hora con estreptavidina
conjugada con peroxidasa también a 25°C. Posteriormente se añadió la solución
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sustrato durante 5 minutos, se paró la reacción y se leyó la placa a 492 nm en un
lector de placas. Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias/mg proteina.
3. Reactividad vascular
El método utilizado para medir la tensión isométrica ha sido descrito previamente por
Nielsen y Owman (1971). Brevemente, el método consiste en introducir dos alambres
de acero a través del lumen del segmento del vaso, uno de ellos fijo a la pared del
baño y el otro conectado a un transductor de fuerza (Grass FTO3C; Quincy, Mass,
USA), conectado éste a su vez a un polígrafo Grass modelo 7D (Figura 8). Para los
experimentos en los que se estudió la función de las distintas inervaciones, los
segmentos arteriales se montaron entre dos electrodos de platino separados 0,5 cm y
conectados a un estimulador eléctrico (Grass, modelo S44) modificado para
proporcionar una corriente adecuada para el ensayo posterior. Los segmentos se
introdujeron en un baño de órganos que contenía KHS a 37° C burbujeado







Figura 8: Esquema representativo del sistema de reactividad vascular utilizado en el presente estudio
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En el presente estudio se realizaron experimentos en arterias mesentéricas con y sin
endotelio. El endotelio se eliminó frotando la superficie luminal de los segmentos. Los
segmentos se sometieron a una tensión de 0,5 g, siendo reajustada cada 15 minutos
durante el periodo de estabilización de 90 min previo a la administración de fármacos.
Tras este periodo las arterias se expusieron a 75 mM KCI para comprobar su
integridad funcional. Posteriormente, se comprobó la presencia/ausencia de endotelio
mediante la capacidad/incapacidad de 10 uM de acetitcolina (ACh) para relajar
segmentos precontraídos con 1 uM de noradrenalina (NA).
3. a Participación del NO neurona! en la respuesta vasomotora
En primer lugar, se midió la respuesta contráctil a estimulación eléctrica (EE) en
segmentos arteriales desendotelizados para eliminar la fuente principal de NO
endotelial, y evitar así malinterpretaciones de los resultados obtenidos. Se
realizaron curvas frecuencia-respuesta a EE (1, 2, 4, 8 y 16 Hz) y curvas
concentración-respuesta a NA (10 nM-10 uM). Los parámetros utilizados para
realizar los experimentos de EE fueron 200 mA, 0,3 ms, 1-16 Hz, durante 30 s, con
un intervalo de 1 min entre cada estímulo, tiempo requerido para recuperar el tono
basal. Un periodo de lavado de por lo menos 1 hora fue necesario para evitar la
desensibilización entre curvas consecutivas. Tres curvas consecutivas separadas
por intervalos de 1 h produjeron respuestas contráctiles similares. Para determinar
la participación de la inervación a-adrenérgica, cuando se ensayó el efecto de 0,1
uM de tetrodotoxina (TTX, bloqueante de los canales de Na* y, por tanto, de la
transmisión del impulso nervioso) o de 1 uM fentolamina (antagonista de los
receptores a-adrenérgicos) en la contracción producida por EE, dichas sustancias
se añadieron al baño de órganos 30 min antes de realizar el experimento.
- Para determinar la participación de NO neuronal en la respuesta a EE y/o NA en
ambos grupos de ratas, se añadió al medio 10 uM N^-nitro-L-arginina metil ester
51
Materiales y métodos
(L-NAME) o 5 nM de 2-amino-5,6-dih¡dro-6-metil-4H- 1,3-tiacina (AMT), inhibidores
de la NOS constitutiva e inducible, respectivamente, 30 min antes de realizar ia
segunda curva frecuencia-respuesta o antes de la curva concentración-respuesta
a NA.
Para analizar la posible participación de la inervación sensorial en la respuesta
inducida por EE en machos control y orqu ¡de eternizados, se añadió al medio 0,5
|JM de la neurotoxina sensorial capsaicina 60 minutos antes de realizar la segunda
curva a EE, o la segunda curva a NA.
Para analizar posibles diferencias en la ruta de señalización de NO, se analizó la
capacidad del donante de NO nitroprusiato sódico (SNP, 10 nM-10 jiM) y del
análogo de cGMP 8-bromo-GMP cíclico (8-Br-cGMP, 0,1 nM-0,1 mM) de inducir
relajación en segmentos de ambos grupos experimentales precontraídos con 1 ^ iM
de NA.
Para analizar el efecto de los aniones superóxido y el H?O? en la respuesta
inducida por el SNP, se realizaron curvas de este fármaco en segmentos de
machos control y orquidectomizados, en presencia del secuestrador de aniones
superóxido, superóxido dismutasa (SOD, 13 U/ml) o del inactivador de H2O2,
catalasa (1000 U/ml). La respuesta a SNP en presencia simultánea de ambos
fármacos se realizó sólo en machos orquidectomizados.
En segmentos precontraídos con NA de machos control y orquidectomizados se




3. b Participación del NO endotelial en la respuesta vasomotora
- Para estudiar la influencia de las hormonas sexuales masculinas sobre la función
del NO endotelial, se analizó la respuesta vasodilatadora inducida por ACh (0,1
nM- 10 nM) y por SNP (0,1 nM- 10 j.iM) en arterias mesentéricas con endotelio de
ambos grupos experimentales. Para estudiar la contribución del NO endotelial en
la respuesta vasodilatadora a ACh, se realizaron curvas de relajación a ACh (0,1
nM-10 nM) en presencia de 10 uM de L-NAME.
- Para determinar si existían diferencias en las respuestas inducidas por TXA? y NO
entre arterias de ambos grupos, se realizaron curvas concentración-respuesta al
mimético de TXA2 ácido (15)-hidroxi-11 a, 9a-(epoximetano) prosta-5,13-dienoico
(U-46619, 1nM-1|iM) o al donante de NO nitroprusiato sódico (SNP. 0,1 nM -
10nM) en arterias de machos controles y orquidectomizados.
3. c Participación de la PKC sobre la función del NO neuronal y endotelial
- Para estudiar la posible implicación de PKC en la respuesta al NO liberado por EE,
1 nM de 12, 13-forbol dibutirato (PDBu, activador de PKC) o 0,1 |iM de calfostina C
(inhibidor no selectivo de PKC) se añadieron al baño 30 min antes de la segunda
curva frecuencia-respuesta en arterias de ambos grupos de animales. En arterias
de machos orquidectomizados también se utilizó una concentración mayor de
calfostina C (0.5 ^iM). Para determinar la participación de NO en la respuesta a EE
cuando PKC esté activada o inhibida, se realizó una tercera curva frecuencia-
respuesta en presencia de PDBu o caifostina C con L-NAME.
- Para analizar el posible efecto de PDBu o caifostina C sobre fa respuesta inducida
por NO, se realizaron curvas concentración-respuesta con el donante de NO
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nitroprusiato sódico (SNP, 10 nM-10uM) en segmentos sin endotelio de ratas
controles y orquidectomizadas precontraidas con 1 \iM NA, en presencia o
ausencia de PDBu o calfostina C.
Para determinar la posible implicación de PKC sobre el papel funcional del NO en
la respuesta inducida por ACh, se añadieron 1 nM de PDBu o 0.1 j^M de calfostina
C al baño 30 min. antes de realizar la curva concentración-respuesta a ACh (0,1
nM- 10 nM) en segmentos arteriales de ambos grupos experimentales. Para
analizar la isoforma especifica implicada en la respuesta inducida por ACh en
arterias de machos orquidectomizados, se añadieron 30 minutos antes de realizar
la curva concentración-respuesta a ACh 1 ^M del inhibidor de las isoformas
nóveles y clásicas G66976 o 10 nM del inhibidor específico de la ¡soforma atípica
PKCc; PKC<;-PI. Para determinar la posible presencia de sustancias
vasodilatadoras distintas al NO en la respuesta a ACh, inducidas por la activación
de PKC, se ensayó en arterias procedentes de machos orquidectomizados el
efecto de PDBu junto con L-NAME sobre la respuesta vasodilatadora inducida por
ACh.
Para analizar el posible efecto de PDBu o calfostina C sobre la respuesta inducida
por el NO, se realizaron curvas concentración-respuesta a SNP en segmentos de
ambos grupos experimentales precontratos con NA, en presencia o ausencia de
PDBu o calfostina C. Además, se ensayó el posible efecto de 1 |aM de GÓ6976,
selectivo de las isoformas convencionales frente a las nóveles y atípicas, o 10 jaM
del pseudosubstrato inhibidor de PKC-C, (PKC£;-PI) sobre la curva-dosis respuesta
a SNP en arterias de machos orquidectomizados.
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4. Liberación de óxido nítrico
La liberación de NO por parte de ías arterías se midió utilizando el indicador
fluorescente de NO 4,5-diaminofluoresceina diacetato (DAF-2 DA) según el protocolo
descrito por Martín y col. (2005). Este compuesto penetra en las células, donde es
hidrolizado por las esterasas citosólicas y queda atrapado por el citosol en forma de
4,5- diaminofluoresceína (DAF2). Ésta a su vez reacciona con el NO para formar el
producto fluorescente triazolfluoresceina (DAF-2T), cuantificable mediante la
utilización de un filtro de excitación de 492 nm y un filtro de emisión de 515 nm (Figura
9)-
H,H










Figura 9: Metabolismo de la diaminofluoresceína, indicador fluorescente de la presencia de NO.
Para realizar este experimento se sometieron arterias mesentéricas de ambos grupos
de animales a la tensión adecuada, indicada en ei apartado Reactividad vascular Tras
un periodo de equilibrado de 45 min en buffer HEPES (en mM; NaCI 119; HEPES 20
mM; CaCI2 1,2; KCI 4,6; KH2PO4 o,4; MgSO4 1; KH2PO4 0,4; NaHCO3 5; glucosa 5,5;
Na2HPO4 0,15; pH 7,4) a 37° C, las arterias se incubaron con 0,5 ^M DAF-2 DA
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durante 45 min. Se recogió el medio para medir la liberación basal de NO. Una vez el
baño fue rellenado, se realizaron estimulaciones con curvas frecuencia-respuesta a EE
en arterias sin endotelio y curvas de concentración-respuesta a Ach en arterias con
endotelio. La fluorescencia del medio se midió a temperatura ambiente utilizando un
espectrofluotrímetro (LS50 Perkin Elmer instruments, FL WINLAB Software). La
liberación de NO inducida por estimulación se calculó sustrayendo la liberación basal
de NO de la producida por ei estímulo. Se realizaron también medidas de medio sin
arteria (blanco) para restar la emisión de fondo. Se realizaron también varios ensayos
en presencia de L-NAME (10 i^M) para asegurar la especificidad de! método. La
cantidad de NO liberada se expresó en unidades arbitrarias/mg tejido.
La interferencia de PDBu (1 nM), calfostina C (0,1 jdvi), GÓ6976 (0,1 pM) o PKC^-PI
(10 |iM) en la liberación de NO se analizó incubando las arterias con dichos fármacos
30 min antes de recoger el medio para determinar la liberación de NO basal o
estimulada.
5. Liberación de 3H-NA
Segmentos sin endotelio de arteria mesentérica superior de animales de ambos
grupos experimentales se estabilizaron en 5 mi de solución KHS a 37° C, burbujeada
con carbógeno durante 30 minutos. Posteriormente, los segmentos se incubaron
durante 1 hora en 1,5 mi de KHS que contenía [3H]-NA (0,33 \iM, 10 nCi/ml, actividad
específica 10 Ci/mmol), mantenida a 37° C y burbujeada con carbógeno. Los
segmentos se transfirieron a una cámara de perfusión con dos electrodos de platino
paralelos entre sí y separados 0,5 cm, donde se perfundieron continuamente con la
solución de KHS. Esta solución fue mantenida a 37° C y burbujeada con carbógeno,
con un flujo de 2 mi/minuto que se consiguió mediante una bomba peristáltica.
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Tras un periodo de lavado de 90 minutos, en el que se alcanzó una liberación basal
de tritio estable, los segmentos fueron sometidos a un periodo de EE de 60 segundos
de duración (200 mA, 0,3 ms, 4 Hz) cada uno, realizado tras et periodo de lavado. Se
recogieron muestras del efluente cada 30 s de la siguiente manera:
• 3 muestras previas al estimulo para determinar el nivel basal de liberación de
tritio.
• 2 muestras correspondientes ai periodo de EE de 60 s.
• 5 muestras posteriores al EE a intervalos de 30 s.
A cada vial se le añadieron 2 mi de líquido de centelleo OpticPhase "HiSafe" (Wallac)
para medir et contenido de tritio (cpm) presente en las muestras en un contador de
centelleo líquido (Beckman LS 5000 TD).
Una vez finalizado el experimento, se determinó el peso de los segmentos arteriales.
La liberación basal de tritio corresponde a la media de la liberación obtenida en las tres
muestras previas a la EE /mg tejido. La liberación de tritio inducida por EE se obtuvo
sumando la radiactividad obtenida en las cinco muestras siguientes a cada periodo de
EE, a los cuales se les restó la liberación basal/mg tejido.
6. Determinación de cGMP
Arterias mesentérícas de machos controles y orquidectomizados se sometieron a la
tensión adecuada indicada en los experimentos de Reactividad vascular. Tras un
periodo de equilibrado de 60 minutos, los segmentos se contrajeron con NA durante 3
minutos (nivel basal} y posteriormente algunos segmentos se incubaron con 0,1 nM
SNP durante 10 s. Los segmentos se congelaron inmediatamente y se almacenaron a
-70° C. Los niveles de cGMP se determinaron utilizando el kit comercial Cyclic GMP
Enzyme inmunoassay Kit de Assay Designs, Inc. Para este ensayo, las arterias
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congeladas se homogeneizaron en 0,1 M HCI y centrifugaron a 600 x g durante 10 min
a 4°C. El sedimento se solubilizó en NaOH 2M para medir el contenido proteico del
modo indicado en el apartado Ensayo de actividad PKC. El sobrenadante se recogió y
utilizó en el ensayo.
Los niveles de cGMP se midieron siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se acetilaron las muestras con un volumen de anhídrido acético y dos
volúmenes de trietilamina, se transfirieron a una placa ELISA recubierta con un
anticuerpo de cabra específico contra IgG, y se incubaron toda la noche a 4o C junto
con un anticuerpo contra cGMP y un antisuero de fosfatasa alcalina conjugada a
cGMP. Tras realizar varios lavados, se añadió una solución de p-nitrofenil fosfato
durante una hora para revelar ta reacción. Finalmente se paró la reacción y se leyó la
placa a 405 nm utilizando un lector de placas ELISA. Los resultados se calcularon
mediante interpolación en una curva de cantidades conocidas de cGMP, y se
expresaron en pmol cGMP/mg proteína.
7. Determinación de aniones superóxido
Los niveles de aniones superóxido se midieron utilizando la quimioluminiscencia
emitida por (a lucigenina, como describieron Pagano y col. (1995) y Wang y col.
(1999), y ha sido adaptado en nuestro grupo por Martin y col. (2005). Brevemente, el
protocolo consiste en estabilizar segmentos de arteria mesentérica durante 30 minutos
en KHS. Posteriormente se estabilizan los segmentos en buffer HEPES a 37 °C. Las
arterias se transfirieron a 1 mL de buffer HEPES con lucigenina {250 uM) y se
mantuvieron a 37° C. El luminómetro se programó para expresar unidades arbitrarias
de luz emitida; se realizaron medidas repetidas durante 5 minutos en intervalos de 10
segundos, y se reatizó una media aritmética de dichas medidas. Se utilizó ácido 4,5-
dihidroxi-1,3-benceno-disulfonico Tyron" (10 mM), secuestrador de aniones
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superóxido permeable a la membrana celular, para confirmar la quimioluminiscencia
dependiente de aniones superóxido. Además, se tomaron medidas del medio en las
mismas condiciones sin segmentos de arteria para así restar la emisión de fondo.
8. Determinación de peroxinitritos
Se utilizó la oxidación de dihidrorodamina-123 como un método de detección indirecto
de formación de peroxinitritos (Pfeíffer y col, 2001). Las arterias fueron lavadas tres
veces con PBS y posteriormente incubadas en PBS con 0,1 mM del quelante de
metales ácido dietilentriamino-pentacético, y 0,1 mM de dihidrorodamina-123 a 37°C;
en otro grupo de experimentos, se añadió 0,1 uM SNP. Se recogió el medio y se midió
la absorbancia a 500 nm. Se recogieron también muestras de medio incubadas sin
tejido, en presencia y ausencia de 0,1 yiM SNP, para así restar la absorbancia debida
al medio. La oxidación de dihidrorodamina-123 se calculó usando un coeficiente de
extinción de 78,800 M"1 * cm a 500 nm .
9, Expresión de nNOS, eNOS y TXA2 sintasa
9. a Preparación de muestras
Las muestras fueron homogeneizadas del modo descrito en el apartado Ensayo de
actividad PKC, en un tampón que contiene 1 mM de vanadato sódico, 1% SDS y 0,01
M pH 7.4 Tris-HCI. Tras la determinación proteica, siguiendo los pasos descritos en el
apartado Ensayo de actividad PKC, en la fracción soluble del homogenado, las
proteínas a separar se extrajeron en un tampón de rotura y solubilización, tampón
Laemmli, en el que se resuspendieron estos extractos. El tampón Laemmli
(Laemmli,1970) contiene 0,01 % azul de bromofenol; 100 mM ditiotreitol; 0,1% glicerol;
59
Materiales y métodos
2% SDS y 60 mM Tris-HCI pH 6,8. Las muestras se llevaron a ebullición durante 10
minutos, y se tomó el volumen adecuado para introducir 20 jig de proteínas totales de
cada muestra en los pocilios del gel.
9. b Electroforesis en peles de poliacrílamida-SDS
Las muestras se separaron en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, usando SDS 10% (p/v) como detergente (Laemmli, 1970). La
concentración de poliacrilamida en el gel de separación fue del 7,5% (p/v) para eNOS
y nNOS, y del 8,5% para TXA2 sintasa. mientras que en el gel de concentración fue del
5% (p/v). La electroforesis se realizó a un voltaje constante de 97 V en un Mini-
PROTEAN 3 CELL (Bio-Rad).
9. c Electrotransferencia y detección inmunológica
Las muestras ya separadas se transfirieron electroforéticamente ("western blot") a un
soporte sólido, consistente en una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF,
Bio Rad Immun-Blot ®) de 0,2 ^m de diámetro de poro, en un aparato de transferencia
vertical (Mini Trans-Blot, BioRad), usando como tampón de transferencia Tris 25 mM
(pH 8,3), glicina 192 mM y metano! 20% (v/v).
Una vez transferidas las muestras e inmovilizadas en la membrana de PVDF, se
procedió a la detección inmunológica según el siguiente protocolo:
• Se bloqueó la membrana en TBS (100 mM pH 7,4 Tris-HCI, 0,9% p/v NaCI, 0,1%
SDS) con leche en polvo desnatada al 5% p/v (tampón de bloqueo) durante 1 hora.
• Se incubó con el anticuerpo primario correspondiente diluido, según el titulo del
mismo, en tampón de bloqueo durante 1:30 horas a temperatura ambiente. En esta
determinación como anticuerpo primario se empleó un anticuerpo monoclonal anti-
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eNOS (1:1000, Transduction Laboratories, Lexington, UK), un anticuerpo
monoclonal anti-nNOS {1:2500, Transduction Laboratories, Lexington, UK), o un
anticuerpo policlonal anti-TXA2 sintasa (1:500, Cayman Chemical, USA)
• Se incubó con el anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo o ratón, obtenido en
cabra, conjugado con actividad peroxidasa de Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, diluido 1:1000), en TBS-Tween durante 1:30 horas a temperatura
ambiente.
• Para revelar, se utilizó un kit ECL™, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), mediante auto-radiografía
(Hyperfilm ECL, Amersham International Pie).
• La misma membrana se utilizó para determinar la expresión de a-actina, utilizada
para corregir la expresión de cada muestra, utilizando un anticuerpo monoclonal
anti a-actina (1:3000, Sigma-Aldrich, Spain).
El análisis de las bandas obtenidas se realizó mediante el programa Scion Image for
Windows (© 2000 Scion Corporation).
10. Detección inmunohistoquímica de TXA2 sintasa
Arterias mesentéricas de machos controles y orquidectomizados se fijaron en una
solución de 4% formaldehido, 0,5% ácido acético y 0,1 M tampón fosfato, y
posteriormente se crioprotegieron con una solución de sacarosa al 30% p/v en PBS.
Posteriormente se cortaron las arterias embebidas en OCT Tissue Tek® en secciones
de 20 nm y se realizó el siguiente protocolo:
• Inhibición de las peroxidasas endógenas con H2O2 0,3% en metanol durante 5-
30 minutos
• Bloqueo durante 1 h con PBS con 1 % de BSA y 0,2% tritón x100.
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• Incubación con el anticuerpo primario contra TXA2 sintasa (1:100, Cayman
Chemical, USA) durante toda la noche a 4o C en agitación en PBS con 1% de
BSAyO,2%tritonx100.
• Incubación durante 3h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
ALEXA FLUOR 546 goat anti-rabbit {1:1000, Molecular Probes) en agitación.
Las secciones se montaron con glicerol al 60% y se cubrieron para realizar fotografías
mediante un microscopio confocal LEICA (TCS ST2 DM IRE2) (excitación 546 nm,
emisión 580 nm). El láser y los parámetros de la imagen se dejaron fijos para la
adquisición de las fotografías de los machos control y orquidectomizados. Las
imágenes muestran la intensidad y localización del anticuerpo secundario, que refleja
la expresión de TXA2 sintasa, con lo cual se puede realizar una comparación entre
ambos grupos experimentales.
11. Producción de TXA2
La producción de TXA2 in vivo se mide normalmente a través de su metabotito estable
Tromboxano B2 (TXB2), utilizando el kit comercial TXB2 Immunoassay (R&D Systems).
Segmentos de arteria mesentérica de ambos grupos de ratas se preincubaron durante
30 minutos en 5 mL de KHS a 37° C, burbujeado continuamente con una mezcla de
95% O2- 5% CO2 (periodo de estabilización). Tras varios periodos de lavado en un
baño de 0,2 mL de KHS se recogió el medio para medir la liberación basal de TXB2.
Tras rellenar la camarita, las arterias se expusieron a concentraciones crecientes y
acumulativas de ACh (0,1 nM-10 |iM) en intervalos de 2 min, de forma similar a como
se realizaron las curvas concentración-respuesta explicadas en el apartado de
Reactividad vascular.
Los distintos ensayos se realizaron siguiendo el protocolo del fabricante. Brevemente,
las muestras se transfirieron a una placa ELISA recubierta con un anticuerpo de cabra
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específico contra IgG de conejo, y se incubaron a temperatura ambiente durante 2
horas con un anticuerpo específico de conejo contra TXB2. Tras lavar, se añadió una
solución de p-nitrofenil fosfato durante 45 minutos a temperatura ambiente. Tras parar
la reacción la placa se leyó a 405 nm utilizando un lector de placas. Se utilizó un
pocilio blanco para sustraer la señal de fondo. Los resultados se expresaron como pg
TXB2/mL mg tejido.
12. Productos químicos
Para este estudio se utilizaron ACh cloruro, calfostina C, catalasa, DAF-2, fentolamina,
GÓ6976, H2O2, HE. L-NA hidrocloruro, L-NAME hidrocloruro, lucigenina, PDBu
acetato, peroxinitrito, PKC^-PI, SNP, SOD, TTX, tyron y U-46619. Todos ellos fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich; España, o de las casas comerciales indicadas en el texto.
Se realizaron soluciones madre (10 mM) de todos los fármacos en H2O bidestilada,
excepto la NA, que se disolvió en una solución de NaCI (0,9%)-ácido ascórbico (0,01%
p/v)( y el PDBu, la calfostina C y el GÓ6976, que se disolveron en dimetilsulfóxido
(DMSO). Se ha comprobado que el DMSO no altera ni el tono basal ni las respuestas
inducidas por EE. Dichas soluciones se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Las
diluciones apropiadas se realizaron en KHS el mismo día del experimento.
13. Análisis estadístico
Las respuestas realizadas por EE, KCI, U-46619 o NA se expresaron en mg de fuerza
para poder realizar la comparación entre animales control y orquidectomizados. La
relajación a Ach, SNP. 8BrcGMP, peroxinitrito y H2O2 se expresaron como porcentaje
de la contracción inicial producida por la NA. Los resultados se expresaron como
media ± EEM (error estándar de la media).
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Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism
Software (San Diego, CA, USA) comparando la curva obtenida en presencia de los
distintos fármacos con la curva control o previa utilizando el test de análisis de la
varianza (ANOVA), considerando estadísticamente significativos los valores de
p<0,05.
Para los experimentos de liberación de NO, actividad PKC, formación de cGMP y
TXA2, y cuantificación de aniones superóxido y peroxinitritos, e! análisis estadístico se
realizó mediante el test de la f de Student para experimentos no pareados,




1. Efecto de las hormonas sexuales masculinas sobre la presión arterial
Los niveles de presión arterial no se vieron modificados por la deprivación de
hormonas sexuales (control: 142 + 6,6 mm Hg; orquidectomizados: 130 + 5,2 mm Hg;
p>0,05). Por lo tanto, los cambios en la liberación y función de algunos factores
vasoactivos inducidos por la deprivación de hormonas sexuales masculinas observaos
en este estudio no van acompañados cambios hemodinámicos.
2. Efecto de las hormonas sexuales masculinas sobre la respuesta a KCI
La respuesta inducida por 75 mM de KCI se vio disminuida en segmentos de machos
orquidectomizados (control, 1530 + 93, n=30; orquidectomizados, 1161+73 mg, n=42,
p<0,01). Esto concuerda con estudios que demuestran que el tratamiento con
testosterona favorece la acción de varios agentes contráctiles {Baker y col., 1978); por
ejemplo, se ha podido observar un aumento en la respuesta contráctil a norepinefrina
en machos castrados sometidos a un tratamiento con testosterona (Calderone y col.,
2002), y una disminución de la respuesta contráctil inducida por KCI en arteria femoral
de ratones feminizados (Jones y col., 2003). Asimismo, se ha demostrado un aumento
en la respuesta contráctil a KCI en músculo liso vascular de arteria porcina de machos
y hembras tratados con testosterona (Farhat y col., 1995). Sin embargo está en
desacuerdo con otros autores que proponen que el tratamiento con testosterona
produce una disminución de la respuesta contráctil a KCI (Jones y col., 2004b). Esta
discrepancia puede ser debida a que en dicho estudio se analiza el papel de un
tratamiento agudo de la testosterona, mientras que en nuestro estudio se analiza el
efecto de la testosterona endógena, y que ambas investigaciones se han llevado a
cabo en lechos vasculares distintos.
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Por otra parte, la contracción de! músculo liso vascular depende de la concentración
de Ca2+ ¡ntracelular, que está regulada por la entrada de dicho ion a través de canales
de Ca2+ (Nelson y col., 1990). La apertura de dichos canales depende del potencial de
membrana {Nelson y col., 1990), que en músculo liso vascular está controtado
principalmente por el flujo de K* (Yuan, 1995). Existen estudios que concuerdan con
nuestros resultados, que demuestran una disminución de la contractilidad de
cardiomiocitos de ratas Sprague-Dawley machos orquidectomizadas (Golden y col.,
2003) debida a una regulación de la expresión del ¡ntercambiador Na/Ca. Sin
embargo, contrastan con otros estudios en los que se ha podido observar una
disminución de Ca2+ ¡ntracelular en arterias coronaria y femoral de conejo por acción
de la testosterona (Won y col, 2003), o una disminución de la contractilidad del
miocardio por bloqueo de los canales de Ca2+ de tipo L en presencia de
epiandrosterona (Gupte y col., 2002). Por tanto, la menor respuesta contráctil a KCI
podría indicar una disminución de la sensibilidad y/o una menor entrada al citoplasma
de Ca2* en las arterias de animales orquidectomizados. Sin embargo, no se puede
descartar tampoco la participación de otras sustancias vasoactivas que modulen el
efecto contráctil.
3. Efecto de las hormonas sexuales masculinas sobre la inervación de la
arteria mesentérica
La arteria mesentérica de rata posee una rica inervación simpática (Li y Duckles,
1992), sensorial (Kawasaki y col.. 1988) y nitrérgica (Boeckxstaens y Pelckmans.
1997, Marín y Balfagón, 1998), que participan en la regulación del tono vasomotor.
Para estudiar la participación de dichas inervaciones en el lecho mesentérico,
primeramente se analizó la respuesta vasomotora inducida por EE en arterias de
ambos grupos de animales. Los resultados obtenidos mostraron que la EE inducía una
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respuesta contráctil dependiente de la frecuencia utilizada, y que dicha respuesta fue











Figura 10: Registro de la tensión isométnca de las contracciones dependientes de frecuencia en segmentos
de arteria mesentérica sin endotelio de animales control y orquidectomizados. Los resultados (media + EEM)
se expresan en miligramos, n, número de animales.
Estas contracciones se vieron notablemente disminuidas en presencia de tetrodotoxina
(0,1 u,M)p que bloquea la propagación del impulso nervioso en segmentos de ambos
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Figura 11: Efecto de 0.1 JJM de TTX y de 1 nM de fentolamina sobre la respuesta a EE en arteria
mesentérica sin endotelio de animales control (A) y orquidectomizados (B). Los resultados (Media
+ EEM) se expresaron en miligramos, n, número de animales.
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3. a Inervación adrenérgica
La respuesta a EE en presencia del antagonista específico de los receptores a-
adrenérgicos, fentolamina (1 u.M), redujo notablemente la respuesta contráctil inducida
por EE en ambos grupos de animales (Figura 11). Por !o tanto, podemos deducir que
la inervación a-adrenérgica está implicada en la respuesta a EE, lo que indica que esta
respuesta contráctil está provocada mayoritariamente a una liberación de NA de sus
terminales nerviosos y posterior activación de receptores a-adrenérgicos, tal y como
se ha descrito previamente en animales de la cepa utilizada en este estudio (Ferrer y
col., 2000) y de otras cepas, como SHR (Ferrer y col., 2001), y WKY (Ferrer y col.,
2004).
Para determinar si el neurotransmisor liberado a partir de dicha inervación, la NA, tiene
distinta respuesta en ambos grupos de animales, se realizaron curvas concentración
respuesta (10 nM-10 ¡¿M) a dicho fármaco, pudiéndose observar que la respuesta
contráctil inducida por NA exógena fue mayor en segmentos de ratas control que en
segmentos de ratas orquidectomizadas (Figura 12).
2000-




Figura 12: Efecto contráctil de la curva concentración-respuesta a NA en artería mesentérica sin endotetio
de animales control y orquidectomizados. Los resultados (Media • EEM) se expresaron en miligramos. El
número de animales utilizado se indica entre paréntesis.
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Este resultado está de acuerdo con el descrito anteriormente para el KCI, en el que la
respuesta contráctil también se veía disminuida, y con otros resultados previos en los
que la castración de ratas macho diabéticas producía una disminución de la respuesta
a NA en anillos de aorta (Cignarella y col, 2000), y no es descartable que se deba a
una disminución en la sensibilidad al Ca2+, aunque también puede ser debido a una
modulación de la expresión de los receptores a-adrenérgicos.
El hecho de que la respuesta contráctil a EE sea igual en ambos grupos de animales,
aunque la respuesta a NA es menor en machos orquidectomizados, podría sugerir que
la liberación de NA fuese mayor en machos orquidectomizados. Estudios relacionados
con este tema, llevados a cabo principalmente en sistema nervioso central, han
encontrado resultados contradictorios, desribiendo una disminución (Guan y Dluzen,
1991; Holmquist y col., 1994), un aumento (Siddiqui y Shan, 1997; Shang y Dluzen,
2002) y una no modificación (Agostini y col., 1981; Chen y col., 1999) en la liberación
de NA en machos orquidectomizados. Sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito el
posible papel de los andrógenos sobre la liberación de NA en el sistema nervioso
periférico. Por tanto, e! siguiente paso consistió en analizar el efecto de las hormonas
sexuales masculinas sobre la liberación de NA. Observamos que la liberación inducida
por EE era similar en ambos grupos de animales (control, 186,7 + 33,2 cpm/mg;
orquidectomizados, 196,4 + 26,94; p>0,05; n=4).
Estos datos nos hacen descartar nuestra hipótesis, y sugieren la posibilidad de que el
EE podría inducir la liberación de agentes contráctiles deferentes a la NA en mayor
medida en animales orquidectomizados.
Adicionalmente, la participación de otros neurotransmisores vasodilatadores en la




5. b Inervación sensitiva
Algunos autores han descrito la implicación del CGRP (Boeckxstaens y Pelckmans,
1997) en la respuesta a EE. Como se ha visto que las hormonas sexuales masculinas
endógenas pueden modular la liberación de CGRP (Sun y col., 2001), en primer lugar
se investigó la posible participación de dicho neurotransmisor en las respuestas
contráctiles a EE en machos de ambos grupos, observando que la neurotoxina
sensitiva, capsaicina (Li y Duckies, 1992; Ferdinandy y col., 1997) no modificó la
respuesta vasomotora inducida por EE o por NA exógena en ambos grupos de
animales (Tabla 2).
Tabla 2: Efecto de 0,5 nM de capsaicina o 5 nM de AMT sobre !a contracción inducida por EE en












































Los resultados (Medias + EEM) se expresaron como porcentaje de la contracción inducida por 75 mM KCI.
n=5-7 animales.
Esto parece indicar que la inervación sensitiva no participa en la respuesta vasomotora
debida a EE en nuestro modelo experimental. Previamente nuestro grupo de
investigación ha podido observar el papel funcional de la inervación sensitiva sobre la
respuesta vasomotora en el lecho mesenterico sólo en animales hipertensos (Marín y
col., 2000), mientras que en distintas cepas de animales normotensos, como SD
(Ferrer y col., 2000) y WKY (Marín y col,, 2000) esta inervación no juega un papel
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funcional. Adicionalmente. la ausencia de hormonas sexuales femeninas tampoco
modifica la función de la inervación sensitiva en ratas hembra de la misma cepa
(Minoves y col., 2002). Por tanto, estos resultados nos muestran que las hormonas
sexuales masculinas no modifican la funcionalidad de la inervación sensitiva.
3. c Inervación nitrérgica
La participación del neurotransmisor vasodilatador NO, procedente de la inervación
nitrérgica, puede participar sobre la respuesta a EE ha sido descrita previamente
(Kawasaki y col., 1988, Marín y Balfagón, 1998). Para determinar si en nuestras
condiciones experimentales el NO modula la respuesta a EE, se realizaron curvas de
frecuencia-respuesta en ambos grupos de animales en presencia del inhibidor
inespecífico de NOS L-NAME (10 u.M), pudiendo observarse que la contracción
inducida por EE en presencia de dicho fármaco fue incrementada de forma
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Figura 13: Efecto del L-NAME sobre las contracción inducida por EE en segmentos de arteria
mesentérica de animales control y orquidectomizados. Los resultados (media • EEM) se expresaron como




El hecho de que el endotelio haya sido eliminado y que el AMT (5 nM), inhibidor
selectivo de la ¡NOS (Tracey y col., 1995; Ferrer y col., 2000, Ishikawa y col., 2003), no
modificara la respuesta vasomotora inducida por EE (Tabla 2) indica la implicación
directa del NO de origen neuronal en la respuesta inducida por EE. Muestra, además,
que la participación del NO neuronal es más pronunciada en machos
orquidectomizados que en controles. Por tanto, los niveles de andrógenos inducen
diferencias en la participación del NO de origen neuronal, ya sea por diferencias en su
síntesis o en pasos posteriores a su liberación, en su ruta de transducción de señales
que determinan su efecto vasomotor. Por eso analizaremos posteriormente cada uno
de estos aspectos.
Expresión de nNOS
Los efectos descritos de los andrógenos sobre la liberación y función del NO vascular
están centrados mayormente en el NO de origen endotelial, y a veces resultan
contradictorios. La testosterona disminuye la relajación y acentúa a la disfunción
endotelial en conejos macho (Hutchinson y col., 1997), aunque también se ha visto
que la testosterona o sus derivados incrementan la actividad de eNOS (Weiner y col.,
1994, Liu y Dillon, 2002) y de nNOS en el sistema nervioso central del cobaya (Weiner
y col., 1994) y ratón (Scordalakes y col., 2002). Sin embargo, hasta lo que conocemos,
no hay evidencias experimentales del efecto de las hormonas sexuales masculinas
sobre la expresión de nNOS y la liberación de NO neuronal en tejidos vasculares. Por
tanto, en primer lugar se analizó la expresión de nNOS, en homogenados de arteria
mesentérica superior de rata, observándose una mayor expresión en segmentos de









Control (4) Orquidectomizados (4)
Figura 14: Western blot para la expresión de nNOS en segmentos de arteria mesentérica de machos
control y orquidectomizados (A). La figura es representativa de preparaciones de cuatro animales distintos
de cada grupo. El panel B muestra el análisis densitométrico de la expresión de nNOS. Los resultados
(medías + EEM) se expresaron como el ratio entre ta señal obtenida para nNOS y la obtenida para la a-
actina. *p<0,001 frente a los controles.
Liberación de NO neuronal
Existen resultados contradictorios en cuanto a la regulación de la actividad de nNOS
por las hormonas sexuales masculinas, ya que se han publicado datos en los que
produjeron tanto un aumento (Weiner y col., 1994, Simoncini y col., 2003b) como una
disminución (Singh y col., 2000; Reynoso y col., 2002) de dicha actividad. Por tanto, se
procedió a cuantificar la liberación de NO a partir de nNOS en ambos grupos de ratas,
midiendo la fluorescencia emitida por DAF-2. La incubación de arterias de ambos
grupos produjo una emisión de fluorescencia basal similar, y el EE incrementó dicha
fluorescencia también de forma similar en ambos grupos de ratas (Figura 14). La
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preincubación con 10 nM de L-NAME disminuyó la liberación de NO inducida por EE
en arterias de ambos grupos (Figura 15).
Basal
EE + 10 |iM L-NAME
I
Control (4) Orquidectomizado (4|
Figura 15: Efecto de la gonadectomía sobre la liberación de NO de origen neuronal basal y mediante
estimulo eléctrico (EE; 1-16 Hz). El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los
resultados se expresaron como unidades de fluorescencia arbitrarias (U.A.) frente a mg de tejido
* p<0,05 frente a la liberación basal de NO.
Estos resultados ponen de manifiesto que, aunque la gonadectomia disminuye la
expresión de nNOS, la liberación de NO de origen neuronal inducida por EE no se ve
modificada, lo cual indica que se produce un incremento en la actividad de nNOS.
Además, si tenemos en cuenta que el incremento en la respuesta a EE en presencia
de L-NAME es mayor en arterias de machos orquidectomizados en comparación con
los controles, estos resultados indican que las hormonas sexuales modifican un paso
posterior a su liberación en la ruta de señalización del NO.
Participación de las hormonas sexuales masculinas sobre la ruta de señalización del
NO/cGMP
Aunque la liberación de NO de origen neuronal fue igual en ambos grupos, los
resultados expuestos anteriormente mostraban que la respuesta a EE en presencia de
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L-NAME fue mayor en segmentos de machos orquidectomizados. Este resultado
puede deberse a que las hormonas sexuales masculinas modulen la respuesta a NO
en diversos puntos de su ruta de transducción de señales, como en la sensibilidad o
en el metabolismo del NO.
Por lo tanto, el siguiente paso consistió en determinar posibles cambios en la
sensibilidad del músculo liso vascular al NO liberado. Para ello se realizaron curvas a
SNP, en arterias sin endotelio, obteniendo que en segmentos de arteria mesenterica
precontraídos con 1 p.M de NA, el SNP indujo una relajación dependiente de
concentración más pronunciada en machos orquidectomizados que en controles
(Figura 16).
-O-Control (10)
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Figura 16: Efecto vasodilatador de SNP en arteria mesentérica de ratas macho control y
orquidectomizados. Los resultados (medias ± EEM) se expresaron como porcentaje de la inhibición de la
contracción inducida por 1 ^M de NA (control. 1344 ± 98; orquidectomizados, 1049 ±130 mg). El número
de animales utilizado se indica entre paréntesis.
Estos resultados sugieren un posible aumento en la sensibilidad al NO en machos
orquidectomizados, y contrastan con otros resultados anteriores, en los que se
describe que un tratamiento agudo in vitro con testosterona favorece la relajación
inducida por SNP en arteria coronaria de cerdo (Quan y col., 1999; Teoh y col.,
2000a), y con resultados obtenidos en aorta de rata, en los que la castración no
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modificó la respuesta inducida por SNP (Ferrer y col., 1999). Esta discrepancia puede
ser explicada a que, a pesar de utilizar la misma cepa de animales y el método de
castración es el mismo, estamos estudiando un lecho vascular distinto.
Hemos de recordar que el NO induce la formación de cGMP a través de la activación
de la GC (Traylor y Sharma, 1992; Stone y Marletta, 1994; Stone y col., 1995), que
produce vasodilatación mediante diversos mecanismos. Por lo tanto, el siguiente paso
consistió en ver si la sensibilidad al cGMP se veía modificada por la gonadectomía.
Para determinar este factor, se realizaron curvas al análogo no hidrolizable de cGMP,
8-Br-cGMP (0,1 nM-0,1 mM), obteniendo que la respuesta vasodilatadora no fue



















Figura 17: Efecto vasodilatador de 8-Br-cGMP en arteria mesentérica de ratas macho control y
orquidectomizados. Los resultados (medias ± EEM) se expresaron como porcentaje de la inhibición de la
contracción inducida por 1 nM de NA (control, 1344 ± 98: orquidectomizados. 1049 ±130 mg), El número de
animales utilizado se indica entre paréntesis.
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Este resultado sugiere que la formación de cGMP podría estar incrementada en
machos orquidectomizados. Por tanto, se analizó la activación de la guanilato ciclasa
midiendo la formación de cGMP basal y la estimulada por 0,1 u.M de SNP durante 10
s. Los resultados obtenidos muestran que tanto los niveles básales de cGMP como los












Figura 16: Efecto de la gonadectomia sobre la liberación de cGMP basal y estimulado con 0,1 pM de
SNP. El número de animales utilizado se indica entre paréntesis. Los resultados se expresaron como
pmol cGMP /mg de proteina ¡nsoluble * p<0,05 frente a ia liberación basal de cGMP.
Estos resultados concuerdan con datos descritos anteriormente, en los que las
hormonas esteroides no modifican la formación de cGMP basal en cultivos células
renales de rata (Kanda y col., 1989). Sin embargo, discrepan con otros estudios en los
que se ha visto un aumento de cGMP en próstata de rata tras la castración (Hayek y
col., 1999). También existen estudios que han demostrado un aumento en los niveles
de cGMP en conejos hembra ooforectomizados tratados con DHEA en comparación
con los animales sin tratar (Hayashi y col., 2000). Esta discrepancia pone de acuerdo,
una vez más, que los tratamientos y los modelos experimentales son determinantes a
la hora de obtener los resultados, y que variaciones en ellos pueden poner en marcha
77
Resultados y Discusión
mecanismos celulares que modifiquen la formación o la función de la sustancia a
examinar.
Los datos hasta aquí mostrados sugieren que el efecto vasodilatador más pronunciado
obtenido en machos orquidectomizados debido al SNP, e indirectamente al NO
neuronal no se debe a diferencias en los niveles formados de cGMP, ni al efecto
vascular inducido por dicho nucleótido. Hemos de tener en cuenta además que en
nuestras condiciones experimentales, los productos derivados del NO, como las
especies reactivas de oxígeno, pueden activar, entera o parcialmente, la guanilato
ciclasa (Sato y col., 2003; Li y col., 2004a). Teniendo en cuenta que recientemente se
ha descrito un papel antioxidante de los andrógenos (Békési y col., 2000; Yorek y col.,
2002), no se debe descartar la posible implicación de las especies reactivas de
oxígeno en las respuestas vasculares, puesto que pueden alterar el metabolismo del
NO (Beckman y Koppenol, 1996; Hink y col., 2003) y, por tanto, las respuestas
vasomotoras a EE y SNP. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que se producen
factores vasodilatadores distintos al NO en arterias de machos orquidectomizados, lo
cual podría explicar el mayor efecto del SNP y el NO de origen neuronal en estos
animales.
Participación de especies reactivas de oxígeno en la respuesta a NO
Aniones superóxido
Entre todas las especies reactivas de oxígeno, los aniones superóxido desempeñan un
papel crítico, puesto que son la fuente de otros intermediarios reactivos de oxígeno (Li
y col., 1997; Touyz, 2002). Por lo tanto, en primer lugar se estudió si existían
diferencias en la formación de aniones superóxido midiendo la quimioluminiscencia
producida por la lucigenina, observando que la quimioluminiscencia eliminada por el
78
Resultados y Discusión




£ O O 500
O 3 :=>
O C E 250
LL O ^
(0
Control (5) Orquidectomizados (5)
Figura 19: Formación de aniones superoxido en machos control y orquidectomizados. Los
resultados se expresaron como unidades de quimioluminiscencia (U)/minuto mg tejido. El número
de animales utilizado se indica entre paréntesis. *p<0,001 frente al control.
El siguiente paso fue estudiar la posible implicación funcional de los aniones
superóxido en arterias de ambos grupos de animales, analizando el efecto que
desempeña el secuestrador de aniones superóxido, SOD, sobre la relajación inducida
por SNP. En segmentos precontraidos con NA de machos controles, la preincubación
con 13 U/ml de SOD no modificó la respuesta inducida por el SNP (Figura 20). Por el
contrario, en segmentos de machos orquidectomizados, SOD incrementó la
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Figura 20: Efecto de la superóxido dismutasa (SOD) sobre las curvas concentración-respuesta a
SNP en segmentos preconlraidos con NA de machos control y orquidectomizados. Los resultados
(medias + EEM) se expresaron corno inhibición de la contracción producida por 1 JJM de NA
(control, 1475 ± 195; orquidectomizados, 1083 ± 104 mg). El número de animales se indicó entre
paréntesis.
Este resultado parece indicar que la eliminación de las hormonas sexuales lleva a un
incremento en la generación de aniones superóxido, que metaboliza el NO, reduciendo
así su efecto vascular. Sin embargo, no se puede descartar la participación de otras
especies reactivas de oxígeno derivadas de los aniones superóxido en este efecto.
Peroxinitritos
Se sabe que la interacción entre el NO y los aniones superóxido lleva a la formación
de peroxinitrito, que posee un amplio rango de actividades biológicas, incluyendo
oxidación de biomoléculas y nitrosilación de tirosinas de distintas proteínas (Beckman
y Koppenol, 1996; Hink y col., 2003), aunque también se ha propuesto un efecto
vasodilatador del peroxinitrito (Beckman y Koppenol, 1996; Li y col., 2004b). Por tanto,
primeramente se determinó si existían diferencias en la formación de peroxinitritos en
ausencia de hormonas sexuales masculinas utilizando la valoración de la
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dihidrorodamina-123 oxidada. En situación basal, no se detectó oxidación de
dihidrorodamina ni en presencia ni en ausencia de hormonas sexuales masculinas, lo
cual indica que el método no es lo suficientemente sensible para valorar peroxinitritos
en nuestras condiciones experimentales. Sin embargo, en presencia del donador de
NO, SNP (0,1 nM), sí se detectó oxidación de la dihidrorodamina, observándose que
fue mayor en segmentos de machos orquidectomizados (Figura 21). Estos resultados
concuerdan con resultados obtenidos previamente mediante localización
¡nmunohistoquímica de nitrotirosina, marcador de la formación de peroxinitritos
(Beckman y Koppenol, 1996), en los que se vio un gran aumento en arterias de
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Figura 21: Formación de peroxinitritos en machos control y orquidectomizados. Los
resultados se expresaron como pmol de peroxinitrito/mg tejido. El número de animales
utilizado se indica entre paréntesis. * p<0,05 frente al control.
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Como hemos explicado previamente, adicionalmente a sus efectos deletéreos se ha
propuesto el efecto vasodilatador del peroxinitrito (Beckman y Koppenol, 1996; Li y
col., 2004). Por lo tanto, el siguiente paso en nuestro estudio consistió en comprobar el
posible efecto vasodilatador en arterias de ambos grupos precontraidas con NA
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Figura 22: Respuesta a peroxinitrito exógeno en segmentos precontraídos con NA de machos
control y orquidectomizados. Los resultados {medía ± EEM) se expresaron como porcentaje de la
inhibición de la contracción inducida por 1 pM de NA, (control, 1360 ± 215; orquidectomizados,
1079 ± 94 mg). El número de animales se indica entre paréntesis.
Este resultado, junto con la mayor producción de peroxinitritos en animales
orquidectomizados, podría explicar el incremento de la relajación a SNP en animales
orquidectomizados.
Ahora bien, si la producción incrementada de peroxinitritos en animales
orquidectomizados es la responsable de la mayor relajación a SNP en animales
orquidectomizados, ¿por qué la incubación con SOD, que al eliminar los aniones
superóxido disminuye la formación de peroxinitritos, produce un aumento en la
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respuesta a SNP? Para explicar este punto, es importante remarcar que la presencia
de SOD exógena disminuye la formación de peroxinitrito eliminando los aniones
superóxido, y, a su vez, aumenta la formación de H2O2 (Rubanyi y Vanhoutte, 1986a;
Wei y col., 1996), para la que se ha descrito un efecto vasodilatador. Por lo tanto, se
puede hipotetizar que el aumento en la relajación a SNP en presencia de SOD puede
deberse a la generación de H2O2.
Para comprobarlo, en primer lugar se analizó el posible efecto vasodilatador del H2O2
en nuestra preparación, realizándose curvas concentración-respuesta a H2O2 (10 u.M-1
mM) en arterias de ambos grupos de animales precontraídas con NA, observándose







Figura 23: Respuesta a H2O2 en segmentos precontraidos con NA de machos control y
orquidectomtzados. Los resultados (media ± EEM) se expresaron como porcentaje de la inhibición de
)a contracción inducida por 1 \iM de NA (control, 1415 ± 122; orquideclomizados. 1135 ± 105 mg). El
número de animales se indica entre paréntesis.
Posteriormente, se comprobó si el aumento en la relajación a SNP en presencia de
SOD se debía a la formación de H2O2. Para ello, se realizaron también curvas de SNP
en presencia simultánea de SOD y catalasa (1000 U/mL)p observando una reversión
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en el efecto de la SOD sobre la respuesta a SNP (Figura 24). Esto indica que el H2O2
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Figura 24: Efecto de la superóxido dismuíasa (SOD) y la SOD con catalasa sobre las curvas
concentración-respuesta a SNP en segmentos precontraídos con NA de machos orquidectomizados.
Los resultados (medias + EEM) se expresaron como inhibición de la contracción producida por 1 MM de
NA 1083 ± 104 mg). El número de animales se indicó entre paréntesis..
Estos resultados, en su conjunto, indican que tos productos derivados del metabolismo
del NO, principalmente peroxinitrito y H2O2, contribuyen a la relajación inducida por el
SNP. Además, el hecho de que el efecto del L-NAME sea mayor en arterias de
machos orquidectomizados demuestra la implicación de productos derivados del
metabolismo del NO neuronal en estos animales, puesto que la inhibición de la
síntesis de NO previene ta formación de dichos productos derivados del NO, que
median el efecto vasodilatador, y por eso la contracción a EE es mayor.
Nuestros resultados también han puesto de manifiesto que la deprivación de
hormonas sexuales masculinas disminuyen ta expresión de la nNOS, sin modificar la
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liberación de NO, lo que indica que la actividad de la nNOS está aumentada en
arterias de ratas orquidectomizadas.
Por otra parte, se ha descrito que los O2'~ y los ONOO" pueden actuar sobre distintas
vías celulares de señalización, aumentando la actividad de PKC (Oeckler y Wolin,
2000; Bapat y col., 2001; Balafanova y col., 2002), que a su vez puede inducir cambios
adaptativos en la función vascular. Uno de estos cambios parece consistir en el
aumento de la actividad de la nNOS por la PKC (Nakane y col., 1991; Okada, 1992;
Okada, 1995). Por lo tanto, nosotros hipotetizamos que la actividad de PKC pofría
verse aumentada en arterias de machos orquidectomizados, y que puede ser
responsable del aumento en la actividad de la nNOS.
4. Efecto de las hormonas sexuales masculinas sobre la actividad PKC
PKC es una familia de Ser-Thr quinasas que son críticas en la transducción de señales
en un amplio rango de procesos esenciales:
- Presenta gran importancia en numerosas situaciones patológicas, como
desarrollo de diabetes (Ferrer y col., 2000) y de tumores (Nishizuka, 1984,
Shen, 2003). Es por eso por lo que se han utilizado distintos inhibidores de
PKC para combatir dichas patologías. Por ejemplo, la administración oral de
inhibidores selectivos de la ¡soforma p de PKC redujo la disfunción endotelial
inducida por hiperglicemia en pacientes sanos (Beckman y col., 2002).
Asimismo, se han utilizado distintos inhibidores de PKC en las primeras fases
de diversos ensayos clínicos en pacientes con tumores, obteniéndose distintas
respuestas en función del tumor a tratar, el inhibidor utilizado y la
administración del tratamiento (Sausville y col., 2001; Thavasu y col., 1999;
Virchis y col., 2002; Li y col.. 1999).
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Es muy importante en la iniciación de las respuestas inmunes, el control del
crecimiento y proliferación celular, y en el control del tono vascular.
De forma más específica, en lo que respecta al tono vascular, interviene en la
contracción del músculo liso (Okon y col., 2003; Salamanca y Khalil, 2005), por
intervención en la respuesta a distintos factores vasomotores (Cárter y Kanagy,
2003; Wang y col., 2004; Zhang y col., 2004; Ding y Murray, 2005), pudiendo
ejercer su acción a través de efectos regulando la actividad de canales iónicos,
proteínas del citoesqueleto y de adhesión celular como actina e integrina,
factores de transcripción como NFKB, y otras quinasas como IKK y PKD
(Spitaler y Candrell, 2004; Ward y col.. 2004).
A pesar de la importancia de PKC en el control del tono vascular, son muy escasos los
estudios relacionándola con las hormonas sexuales endógenas en tejido vascular. En
estudios realizados en aorta de machos y hembras WKY y SHR (Kanashiro y Khalil,
2001) se podía ver que no existían diferencias en la actividad de PKC en machos
orquidectomizados, y que aumentaba en hembras ovariectomizadas. Sin embargo, en
este estudio no se analizó la posible repercusión de estas variaciones sobre la función
vascular. Por tanto se investigó si las hormonas sexuales masculinas endógenas
inducían diferencias en la actividad de PKC, observándose que la actividad PKC fue
mayor en arterias mesentéricas de machos orquidectomizados en comparación con
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Figura 25: Efecto de la gonadectomia sobre la actividad PKC en segmentos de arteria mesentérica
de ambos grupos de ratas. Los resultados (medias + EEM) se expresaron como unidades de
densidad óptica (DO) /mg proteina insoluble. El número de animales utilizado se indica entre
paréntesis, * p < 0,01 frente a arterias de animales control.
Estos resultados son contradictorios con lo publicado anteriormente en aorta de rata
Wistar-Kyoto (Kanashiro y Khalil, 2001), donde no se encontraban diferencias. Esta
discrepancia puede ser debida a una diferencia en la edad de la rata, el tipo de
gonadectomia. ia edad en la que se realizó la cirugía, el lecho vascular, y la cepa del
animal. Además, nuestros resultados no son totalmente sorprendentes, puesto que,
como se ha comentado anteriormente, se ha descrito que la actividad PKC se puede
ver modificada por un aumento en los niveles de aniones superóxido y peroxinitritos
(Oeckler y Wolin, 2000; Bapat y col., 2001; Balafanova y col., 2002), compuestos cuya
formación basal aumenta en nuestras condiciones experimentales de deprivación de
hormonas sexuales masculinas (Martín y col., 2005).
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5. Acción de la PKC sobre la liberación y función de NO de origen
neuronal
Los datos anteriormente expuestos muestran una menor expresión de nNOS en
arterias de machos orqutdectomizados, mientras que la liberación de NO es igual en
ambas situaciones experimentales (Martín y col., 2005), lo cual indica una mayor
actividad de nNOS en arterias de machos orquidectomizados. Se sabe, además, que
la actividad nNOS puede ser regulada tanto positiva (Nakane y col., 1991; Okada,
1992; Okada, 1995) como negativamente (Onoue y col., 2002) por PKC. Como hemos
podido observar que la actividad de PKC es mayor en arterias de machos
orquidectomizados, podemos lanzar la hipótesis de que la actividad nNOS se puede
ver aumentada por PKC. Por tanto, el siguiente paso consistió en analizar si en esta
supuesta mayor actividad de nNOS en machos orquidectomizados está implicada la
PKC, para lo cual se procedió a medir la liberación de NO en presencia de un
activador inespecífico de la PKC y de diversos inhibidores de la PKC.
La preincubación de las arterias con 1 nM del activador de la PKC PDBu (Nishizuka,
1984; Abdel-Latif y col., 1986; Ferrer y col., 1992) aumentó la liberación de NO
producida por EE en arterias de ambos grupos, pero en mayor medida en machos
orquidectomizados (Figura 26). La preincubación con 0,1 pM del inhibidor de PKC
catfostina C abolió la liberación de NO producida por EE en machos controles, y la
disminuyó en machos orquidectomizados (Figura 26). Estos resultados indican que la
PKC está implicada en la activación de nNOS en arterias de ambos grupos de
animales. Como el grado de activación de PKC es mayor en arterias de machos
orquidectomizados que en machos controles, tanto PDBu como calfostina C mostraron
menor capacidad de aumento o disminución, respectivamente, en la liberación de NO
en arterias de machos orquidectomizados en comparación con machos controles.
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Al utilizar un mimétíco farmacológico del diacilglicerol, e! PDBu, hemos estimulado las
isoformas convencionales y nóveles (Ward y col., 2004). Además se utilizó el inhibidor
inespecífico de PKC calfostina C (Kobayashi y col., 1989; Ferrer y col., 2000). Aunque
no existen inhibidores selectivos para las distintas isoformas de PKC (Davies y col.,
2000), ciertos compuestos, como el indocarbazol GÓ6976, son parcialmente selectivos
sobre las isoformas convencionales frente a las nóveles o las atípicas. Asimismo, se
ha descrito que la isoforma atípica PKC<^  es un modulador de la respuesta vascular a
distintos agentes (Damron y col., 1998; De Witt y col., 2001; Cogolludo y col., 2003).
Por tanto, se ha investigado la posible participación de ambas isoformas sobre la
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Figura 26: Efecto del PDBu (1 nM ). calfostina C (0.1 MM ). Go6976 (0,1-1 MM) y PKC-; Pl (10 nM) sobre la
liberación de NO basal e inducida por EE en segmentos de arteria mesentérica sin endotelio de ambos
grupos de animales. Los resultados (media • EEM) se expresaron como unidades arbitrarias de




La preincubación con 0,1 JIM de GÓ6976 abolió la liberación de NO producida por EE
en machos controles, pero no la modificó en machos orquidectomizados, en los cuales
fue necesario incrementar la concentración a 1 (.iM de Gó'6976 para obtener una
disminución de la liberación de NO (Figura 25). La preincubación con 10 ^M de PKC^-
Pl disminuyó la liberación de NO producida por EE en ambos grupos de animales por
igual (Figura 26).
Todos estos resultados apoyan la teoría de que la nNOS parece estar mucho más
activada por PKC en ausencia de hormonas sexuales masculinas endógenas. Esta
mayor activación se debe probablemente a una mayor actividad de las isoformas
convencionales de PKC. Además, en la regulación de la liberación de NO neuronal
también participa la isoforma PKC¿; de manera similar en ambos grupos de animales.
El siguiente objetivo fue estudiar cómo influye la PKC en la función del NO neuronal.
Para analizar este punto, se ensayó el efecto de la activación e inhibición de PKC
sobre la respuesta vasomotora producida por EE.
Para confirmar la participación de PKC en la respuesta vasomotora producida por EE,
esta enzima se activó con PDBu, que redujo la respuesta a EE en segmentos de
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Figura 27: Efecto del PDBu (0.1 ^M) y PDBu con L-NAME (10 nM) sobre la respuesta a EE en
arteria mesentérica de machos control y orquidectomizados. Los resultados se expresaron como
media + EEM.
La presencia de 1 nM de PDBu junto con L-NAME incrementó ia respuesta a EE en
ambos grupos de ratas. Además, ia respuesta producida por NA en arterias de
animales controles no fue modificada por 1 nM de PDBu, pero aumentó en animales
orquidectomizados (Figura 28). Los fármacos utilizados no alteraron el tono basal en
segmentos de ambos grupos.
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Figura 28: Efecto del PDBu (1 nM) sobre las curvas concentración-respuesta a NA en arteria
mesentérica de machos control y orquidectomizados. Los resultados se expresaron en mg (media •




Estos resultados indican que la activación de PKC en arterias de animales control
disminuye la respuesta vasoconstrictora a EE aumentando la formación de NO, tal y
como se ha visto en los experimentos de liberación de NO. Sin embargo, en
segmentos de machos orquidectomizados el PDBu incrementa la respuesta a NA
exógena; este resultado justifica que el PDBu no disminuya la contracción a EE en
arterias de animales orquidectomizados, a pesar de que existe un aumento mayor de
NO que en animales control.
La presencia de 0,1 ^M de calfostina C incrementó la respuesta contráctil a EE en
arterias de ambos grupos de animales. La presencia de calfostina C junto con L-NAME
no modificó la respuesta vasoconstrictora producida por EE en presencia de calfostina
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Figura 29: Efecto de la calfostina C (0,1 nM) y calfostina C con L-NAME (10 nM) sobre la
respuesta a EE en arteria mesentérica de machos control y orquidectomizados. Los resultados se
expresaron como media + EEM,
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Figura 30: Efecto de la Calfostina C (0,1 pM - 0.5 (.iM) sobre las curvas concentración-
respuesta a NA en arteria meseniénca de machos control y orquidectomizados. Los resultados
se expresaron en mg (media + EEM). n = 5-8.
Esto indica que en machos controles, cuando la PKC está inhibida por calfostina C no
se observa el efecto potenciador del L-NAME, lo cual implica que la producción de NO
se ve inhibida completamente por la calfostina C. Por otra parte, los resultados en
machos orquidectomizados indican que la inhibición de PKC por calfostina C reduce la
formación de NO, pero no la eliminan por completo como ocurre con los machos
controles.
Este efecto puede deberse a que la actividad de PKC es mayor en machos
orquidectomizados y, por tanto, no es inhibida completamente, al igual que en los
experimentos de liberación de NO. Por tanto, se utilizó en machos orquidectomizados
una concentración de calfostina C mayor (0,5 |¿M), la cual indujo una disminución
notable en la respuesta a NA exógena (Figura 30) a diferencia de ¡a concentración de
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Figura 31: Efecto de catfostina C (0,5 nM) y calfostina C con L-NAME (10 \xM) sobre la respuesta a EE en
arteria mesentérica de machos orquidectomizados (n = 4). Los resultados se expresaron como media +
EEM.
Puesto que la respuesta vasoconstrictora neta inducida por EE es el resultado del
balance de neurotransmisores vasoconstrictores y vasodilatadores, el hecho de que la
gonadectomía no alterara la respuesta a EE en presencia de calfostina C, a pesar de
que la disminución en la respuesta a NA indicaría una pérdida en liberación de NO.
Esta posibilidad se ve apoyada por el hecho de que la adición de L-NAME no modificó
la respuesta a EFS que se obtuvo en presencia de la concentración más alta de
calfostina C utilizada.
Por tanto, en lo que concierne al efecto del PDBu y la calfosttna C sobre la respuesta
vasomotora inducida por EE. están de acuerdo con el incremento observado en la
actividad de PKC, y refuerzan la hipótesis de que nNOS estuviese más activada por
PKC en arterias de machos orquidectomizados.
Como se ha explicado anteriormente, la PKC está implicada en diversas vías de
señalización, varias de las cuales pueden modificar los efectos del NO, como la
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alteración de canales de K* (Wang y col., 2004; Cogolludo y col., 2005; Tsukamoto y
col., 2005) o de Ca2+ (Hayashi y col., 2005). Por lo tanto, el siguiente factor a estudiar
fue si la PKC estaba implicada en la sensibilidad a NO en nuestro modelo
experimental, realizando curvas al donante de NO, SNP. Se pudo observar que la
respuesta a SNP (0,1 nM-10 u.M) no se vio modificada por 0.1 u.M de calfostina C, o 1
nM de PDBu en arterias de machos control (Figura 31); sin embargo, en arterias de
machos orquidectomizados la respuesta a SNP no fue modificada en presencia de 0,1
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Figura 32: Efecto de PDBu (1 nM) y calfostina C (0,1 \xM) sobre la curva concentración-respuesta a SNP
EE en arteria mesentérica de ratas macho control y orquidectomizados. Los resultados (media + EEM) se
expresaron como porcentaje del tono previo de NA, n= 5-8
Aunque se ha descrito previamente que la activación de la PKC disminuye la
respuesta a SNP (Pérez-Vizcaíno y col., 1997), estudios más recientes han
demostrado que la activación de PKC también puede incrementar la actividad de los
canales de potasio (Aizawa y col., 2004; Barman y col., 2004), lo que a su vez
incrementaría la respuesta a SNP. Sea cual sea el mecanismo mediante el cual el
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PDBu incrementa las respuestas a NA y a SNP, la importancia radica en que ambas
acciones opuestas, vasoconstricción y vasodilatación, pueden explicar que no exista
una modificación en la respuesta vasoconstrictora neta producida por EE en presencia
de PDBu.
Es importante señalar que la PKC parece ser la responsable del incremento en la
actividad de nNOS en arterias de machos orquidectomizados, y que, a pesar de la
disminución en la expresión de nNOS que se produce debido a la gonadectomía, este
incremento en la actividad de nNOS mantiene los niveles de NO de origen neuronal
similares a los de machos control, y podría compensar la pérdida de biodisponibilidad
de NO que se observa en esta situación.
6. Participación del NO endotelial en la respuesta inducida por ACh
Se ha comentado en la introducción el importante papel del NO endotelial en la
regulación del tono vascular (Sánchez-Ferrer y Marín, 1990; Vanhoutte, 1996), y se
han descrito diferencias en la liberación y función del NO endotelial dependientes de
género, habiéndose estudiado más extensamente el efecto de las hormonas sexuales
femeninas que de las masculinas. Se han descrito principalmente efectos protectores
de los estrógenos dependientes del endotelio (Bolego y col., 1999; Cignarella y col.,
2000; Conde y col.. 2000; Massheimer y col., 2002; Minoves y col., 2002), pero en lo
que respecta a los andrógenos, estos estudios son más escasos y contradictorios,
habiéndose descrito tanto una mejora como una disminución de la función endotelial
{Cignarella y col., 2000; Ferrer y col., 1999). La mayoría de los estudios analizando el
efecto de los andrógenos sobre el NO endoteüal se han centrado en el análisis de
aspectos aislados de los componentes de este sistema. Así, se ha descrito que los
andrógenos pueden aumentar (Simoncini y col., 2003b), disminuir (Chatrath y col.,
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2003) o no modificar (McNeill y col., 1999) la expresión de eNOS. En lo que respecta a
la actividad de eNOS, se ha demostrado un aumento (Liu y Dillon, 2002; Simoncini y
col., 2003b), y una disminución (Mukherjee y col., 2001) por acción de los andrógenos.
Otros autores han observado un aumento (Wynne y Khalil, 2003; Orshal y Khalil, 2004)
o una disminución (Teoh y col., 2000a; Gonzales y col., 2004) en la respuesta
vasodilatadora al NO endotelia! por acción de los andrógenos. A pesar de estos
resultados, hay una carencia de estudios sistemáticos que analicen el efecto de las
hormonas sexuales masculinas endógenas sobre estos aspectos en su conjunto, al
igual que se ha realizado sobre la expresión de nNOS, liberación de NO de origen
neuronal, y su efecto vasodilatador (Martín y col., 2005), para así determinar si la
ausencia de hormonas sexuales regula de forma distinta las diferentes isoformas de
NOS.
6. a Efecto de las hormonas sexuales sobre la expresión de eNOS
En primer lugar se determinó si la expresión de eNOS se veía modificada por la
gonadectomía, observándose que fue similar en homogenados de arterias de machos
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Figura 33: Western blot representativos para la expresión de eNOS en segmentos de artería
mesentérica de machos control y orquidectomizados (A). La figura es representativa de cuatro
segmentos separados de cada grupo de animales. El panel B muestra el análisis densitométrico de la
expresión de eNOS. Los resultados (medias • EEM) se expresaron como el ratio entre la señal
obtenida para eNOS y la obtenida para la a-actina.
Estos resultados contrastan con lo observado anteriormente con nNOS en la misma
arteria (Martin y col., 2005) e indican que las hormonas sexuales masculinas actúan
de forma distinta dependiendo de la proteína diana, en concreto de la isoforma de
NOS que estudiemos.
6. b Liberación de NO endotelial
El siguiente paso, por tanto, consistió en analizar la liberación de NO formado a partir
de la estimulación de eNOS inducida por ACh en arterias de machos control y
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orquidectomizados, observándose que tanto la liberación basal como la estimulada por
ACh fue similar en arterias mesentéricas de machos control y orquidectomizados
{Figura 34) {ANOVA p>0,05). La preincubación con 10 \M de L-NAME disminuyó la
liberación de NO en arterias de ambos grupos.
150-
L-NAME
Figura 34: Efecto de la gonadectomia sobre la liberación de NO de origen endotelial basal y
mediante estimulación con ACh {0,1 nM- 10 nM). El número de animales utilizado se indica
entre paréntesis. Los resultados se expresaron como unidades de fluorescencia arbitrarias
(U.A ) frente a mg de tejido. * p<0,05 frente a la liberación basal de NO.
6. c Efecto del NO endotelial
Posteriormente se determinó si existían diferencias en la respuesta vasodilatadora a
ACh en ausencia de hormonas sexuales masculinas, observándose que, a pesar de
que la liberación de NO de origen endotelial fue similar en ambos grupos
experimentales, la respuesta vasodilatadora inducida por ACh fue mayor en arteria









Figura 35: Efecto de la deprivación de hormonas sexuales masculinas sobre la respuesta vasodilatadora a
ACh (0,1 nM-10 ^M) en arteria mesentérica con enclotelio de machos control y orquidectomizados. Los
resultados (medias ± EEM) se expresaron como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por 1 ^M
de NA (control, 1460 ± 180; orquidectomizados, 1120 ± 107 mg). El numero de animales utilizado se indica
entre paréntesis.
Esta respuesta vasodilatadora se vio disminuida de forma similar en ambos grupos
mediante la preincubación con el inhibidor inespecífico de NOS L-NAME (10 nM,
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Figura 36: Efecto de 10 j.iM de L-NAME sobre la vasodilatación inducida por ACh (0,1 nM-10 )xU)
en arteria mesentérica con endoteüo de machos control y orquidectomizados. Los resultados
(medias ± EEM) se expresaron como porcentaje de la inhibición de la contracción inducida por 1
nM de NA (control, 1460 ± 180; orquidectomizados, 1120 ± 107 mg)
Este resultado podría deberse, en parte, a un mayor metabolismo del NO por la
incrementada formación de aniones superóxido en animales orquidectomizados, tal y
como se demostró en los experimentos referentes al NO neuronal (Martín y col, 2005).
Otra posibilidad adicional es que la sensibilidad de las células musculares lisas al NO
de origen endotelial fuese diferente entre ratas macho control y orquidectomizados, y/o
a diferencias en la liberación de sustancias vasoconstrictoras que pueden contrarrestar
el efecto vasodilatadora de la ACh.
Puesto que la respuesta vasodilatadora inducida por SNP fue similar en arterias con
endotelio de ambos grupos de animales (Figura 37), podemos descartar la diferencia










Figura 37: Respuesta vasodilatadora a SNP en segmentos precontraídos con NA de machos control y
orquidectomizados con endotelio. Los resultados (media ± EEM) se expresaron como porcentaje de la
inhibición de la contracción inducida por 1 nM de NA. (control, 1360 ± 215; orquidectomizados, 1079 ±
94 mg). El número de animales se indica entre paréntesis.
Este resultado es distinto al obtenido en arterias sin endotelio, en el que la respuesta a
SNP era mayor en arterias de machos orquidectomizados. Esto podría deberse a la
presencia de factores vasoactivos de origen endoteliai que pueden influir en la
respuesta vascular, indicando el predominio de factores vasoconstrictores.
6.d. Participación del TXA2
Existen datos publicados que indican que la PKC induce la formación de prostanoides
contráctiles (Schuette y Lapointe, 2000), por ejemplo en situación de disfunción
endoteliai producida por hiperglicemia (Cosentino y col., 2003). Uno de los
prostanoides vasoconstrictores más importantes producidos en la pared vascular y que
puede participar en la disfunción endoteliai asociada con distintos factores de riesgo
cardiovascular es el TXA2 (Shimokawa, 1998; Matz y col., 2000; Nie y col., 2000). Por
lo tanto, se determinó si existía producción de TXA2 en arterias de ratas de ambos




mostró expresión de TXA2 sintasa en células tanto endoteliales como del músculo liso




Figura 38: Detección inmunohistoquimica de TXA; sintasa en segmentos de arteria mesenténca de machos
control y orquidectomizados. La figura es representativa de cuatro segmentos separados de cada grupo de
animales.
Posteriormente se intentó determinar si existían diferencias en la expresión de TXA2
sintasa en ratas de ambos grupos, utilizando western blot (Blanco-Rivero y col., 2006),
observándose que no existen diferencias en la expresión de TXA2 sintasa en nuestro
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Figura 39: Western blot representativos para la expresión de TXA2 sintasa en segmentos de arteria
mesenténca de machos control y orquidectomizados (A). La figura es representativa de cuatro
segmentos separados de cada grupo de animales. El panel 8 muestra el análisis densitométrico de la
expresión de TXA2 sintasa. Los resultados (medias + EEM) se expresaron como el ratio entre la señal
obtenida para TXA2 sintasa y la obtenida para la u-actina.
Este resultado no coincide con datos publicados por Gonzales y col. (2005), que
observaron una disminución en la expresión de TXA2 sintasa en arterias cerebrales de
ratas macho orquidectomizados, lo cual puede deberse a diferencias en las cepas,
edades y lechos vasculares de los animales utilizados.
En nuestro modelo experimental la actividad de la PKC es mayor en animales
orquidectomizados (Blanco-Rivero y col., 2005a), y como hemos explicado
anteriormente, la PKC puede inducir formación de prostanoides contráctiles. Por lo
tanto, es posible pensar que en situación de gonadectomía, la producción de TXA2




comprobarlo, se midió la producción basal de TXB2, metabolito estable de TXA2, y la
inducida por ACh (0,1 nM - 10 nM). Los resultados obtenidos muestran una mayor
formación basal y estimulada por ACh de TXB2 en animales orquidectomízados
(Figura 40), y concuerdan con datos previos obtenidos mediante estimulación con el
agonista ct-adrenérgico clonidina, en los que la formación de TXB2 tanto basal como la
obtenida mediante estimulación con clonidina está también aumentada en animales




Figura 40: Liberación de TXB? en arteria mesentérica de animales control y orquidectomizados. Los
resultados (media + EEM) se expresaron como pg TXEVmL mg tejido. El número de animales utilizado
se indica entre paréntesis. *p<0,05 frente al basal correspondiente. #p<0.05 vs control.
Por lo tanto, si la liberación de TXA2 se ve aumentada en situación de deprivación de
hormonas sexuales masculinas, y la expresión de TXA2 sintasa no varía, podemos
suponer que la gonadectomia puede ser la causante de un aumento en la actividad
TXA2 sintasa en machos orquidectomizados, al igual que hemos podido observar
anteriormente con otras enzimas como nNOS (Martín y col., 2005)
Para analizar las posibles diferencias en la sensibilidad del TXA2 que pudiera causar la
orquidectomía, se procedió a realizar curvas concentración-respuesta al mimético de
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TXA2 U-46619 (1 nM-1 |iM), observándose que indujo respuestas contráctiles similares






Figura 41: Respuesta vasoconstrictora al mimético de TXA2 U-46619 en arteria mesentérica con
endotelio de machos control y orquidectomizados. Los resultados (medias + EEM) se expresaron en mg
de contracción. El número de animales utilizado se indica entre paréntesis.
Este resultado indica que la respuesta producida por TXA2 no se ve modificada por la
gonadectomía, al igual que se ha demostrado en estudios de arterias cerebrales
(Gonzales y col., 2005), y que su efecto vascular se debe únicamente a diferencias en
su producción.
Por tanto, los resultados observados hasta ahora mostraron que la gonadectomia no
afectó la expresión de eNOS, la expresión basal e inducida por ACh de NO, y que
disminuyó el efecto vasodilatador inducido por ACh. Esta disminución es debida, al
menos, a un incremento en el metabolismo del NO, y a un incremento en la formación
del prostanoide vasoconstrictor TXA2. Por lo tanto, estos resultados indican que las
hormonas sexuales masculinas ejercen un efecto protector en el sistema vascular
frente al metabolismo del NO y a la formación de prostanoides vasoconstrictores.
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7. Acción de la PKC sobre la respuesta a NO endotelial
En el estudio que nos ocupa, hemos podido observar que la actividad PKC es mayor
en arteria mesentérica de machos orquidectomizados, y que la PKC regula de manera
positiva la actividad nNOS {Blanco-Rivero y col., 2005a). Hemos podido observar
también que la regulación de nNOS y eNOS por parte de las hormonas sexuales es
distinta. Se ha demostrado en diversos estudios que la PKC, dependiendo del tejido
analizado, regula positivamente (Li y col., 1998; Wedgood y col., 2001) o
negativamente (Mukherjee y col., 2001; Yakubu y col., 2004) la actividad de eNOS. Se
ha observado también que una inhibición de PKC puede incluso incrementar la
actividad de eNOS (Li y col., 2005). Por lo tanto, el siguiente objetivo consistió en
analizar si la PKC regula la actividad eNOS en arteria mesentérica, al igual que ocurre
con nNOS, y si las hormonas sexuales masculinas influyen en dicha regulación.
7. a Efecto de la PKC sobre la liberación de NO endotelial
El primer factor a analizar consistió en determinar cómo la activación o inhibición de
PKC puede afectar a la actividad de eNOS en arterias de machos control y
orquidectomizados. Nuestros resultados mostraron que la preincubación con 1 nM del
activador de PKC, PDBu o 0,1 pM del inhibidor inespecífico de PKC, calfostina C no
modificó la liberación de NO basal o estimulada por ACh en arterias de macho control
(Figura 42). Por el contrario, en arterias de machos orquidectomizados, la
preincubación con PDBu (1 nM) incrementó la liberación basal y ta inducida por ACh
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Figura 42: Efecto del PDBu (1 nM) y calfostina C (0.1 M) sobre la liberación de NO basal e inducida
por ACh en segmentos de arteria mesentérica con endotelio de animales control (A), y de PDBu (1
nM), calfostma C (0.1 nM), G66976 (0,1-1 ^M) y PKC-C Pl (10 nM) sobre la liberación de NO basal e
inducida por ACh en segmentos de arteria mesentérica con endotelio de animales orquidectomizados
(B). Los resultados (media + EEM) se expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia (UA)/
mg tejido, n = Número de animales. " p < 0.05 frente a la liberación basal de NO correspondiente a
cada tratamiento.
Estos resultados indican que la participación de PKC sobre la actividad de eNOS sólo
se produce en arterias de machos orquidectom izados, y no sobre machos control.
Estos resultados contrastan con los previamente obtenidos para nNOS (Blanco-Rivero
y col., 2005a), en los que se observaba una modulación de nNOS por parte de PKC en
animales controles. Por tanto, podemos especular la existencia de una sutil diferencia
en la modulación de las distintas ¡soformas de eNOS por parte de PKC. En este
sentido no hemos de olvidar que pueden existir otros mecanismos de regulación
distintos a PKC sobre la eNOS, entre ellos diferencias en las condiciones redox,
habiéndose descrito una activación de eNOS por acción de aniones superóxido
(Polytarchou y Papadimitrou, 2005), así como defosforilación por acción de la




col., 2001) y/o otras quinasas como PKA (Ferrer y col., 2004), que a su vez regulan la
función intracelular.
Paralelamente al estudio realizado con nNOS, se procedió a estudiar el pape! de las
¡soformas convencionales y PKC-C; sobre ía actividad eNOS en machos
orquidectomizados, puesto que es el modelo experimental en el que PKC regula la
actividad de eNOS. Al analizar el efecto del inhibidor de PKC GÓ6976 (1 (.iM), selectivo
frente a las isoformas convencionales de PKC, se pudo observar una disminución de
la liberación basal e inducida por ACh en arterias de machos orquidectomizados
(Figura 42), lo cual indica una participación de las isoformas convencionales de PKC
en la regulación de eNOS en machos orquidectomizados. Asimismo, como la isoforma
atípica PKCí; está implicada en la liberación de NO de origen neuronal (Bianco-Rivero
y col., 2005a). se procedió a estudiar la posible implicación de dicha isoforma sobre la
liberación de NO endotelial. Los resultados observados muestran que PKd;-PI
también disminuye la liberación basal e inducida por ACh de NO de origen endotelial
(Figura 42), confirmándose de ese modo la participación de dicha isoforma. Por tanto,
puesto que todos los inhibidores de PKC utilizados, calfostina C, G56976 y PKC¿;-PI,
disminuyeron la liberación basa! e inducida por ACh de NO de origen endotelial,
parece ser que la eNOS estaría activada por PKC en machos orquidectomizados, tal y
como se vio anteriormente con nNOS (Bianco-Rivero y col., 2005a), pero a diferencia
de aquella no estaría totalmente activada, puesto que la presencia de PDBu todavía es
capaz de aumentar la liberación de NO endotelial basal y estimulada por ACh.
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7. b Participación de PKC sobre la acción vasomotora del NO endotelial
Para investigar el posible papel funcional de la PKC en la liberación de NO de origen
endotelial, se analizó el efecto de la activación o inhibición de la PKC sobre la
respuesta vasomotora inducida por ACh en ambos grupos de animales. En los
resultados obtenidos se pudo observar que ni la presencia de calfostina C (0,1 pM) ni
de PDBu (1 nM) modificaron la respuesta vasodilatadora inducida por ACh en arterias
de machos control (Figura 43). Este resultado está de acuerdo con los obtenidos en la
liberación de NO de origen endotelial, y confirma que la producción de NO no está
regulada por PKC en machos controles. Además, La respuesta dependiente de
concentración a SNP (0,1 nM-10|.iM) no se vio alterada por los activadores o
inhibidores de PKC utilizados en arterias de machos control (Figura 43). Por lo tanto, el
efecto vasodilatador del NO liberado tampoco se ve afectado por PKC.
100-,
• Conlrol (6)
• * 1 nM PD8u (7)
-4-0.1 nM Caltoslina C (61
-10
- Control (8)
- t 1 nMPDBu(7)
• •0 ,1 nM Calfostina C (6)
Figura 43: Efecto vasodilatador de ACh y SNP en machos control en presencia de 1 nM PDBu o
0,1 nM calfostina C. Los resultados (media + EEM) se expresaron como porcentaje de la inhibición
de la contracción producida por et tono previo a NA.
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En segmentos de machos orquidectomizados, sin embargo, la presencia de PDBu
incrementó la respuesta producida por ACh (Figura 44), mientras que la respuesta a
SNP en presencia de dicho fármaco no se ve modificada (Figura 44), indicando que el
aumento en la respuesta a ACh de debe al aumento en la producción de NO, y no a
una modificación de su efecto vasodilatador.
' Control (6)
' + 1 nM PDBu (7|




••*• ANOVA p< 0.05
- ' Control (6)
-" + 1 nM PDBu (7)
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- • • 10 |
-10
Figura 44: Efecto vasodilatador de ACh y SNP en machos orquidectomizados, en presencia de 1
nM PDBu, 0,1 MM calfostina C. 1 nM G66976, y 10 jiM PKCí-PI. Los resultados (media + EEM) se
expresaron como porcentaje de la inhibición de la contracción producida por e! tono previo a NA.
Adicionalmente, se observó que los inhibidores de PKC calfostina C, G66976 y PKC^-
PI no modificaron la respuesta vasodilatadora a ACh o SNP (Figura 44), a pesar de
que inhibían la liberación de NO. Esto podría indicar que la cantidad de NO liberada en
presencia de los inhibidores de PKC puede ser ¡o suficientemente elevada como para
mantener la respuesta vasodilatadora a ACh, Aun asi, tampoco se puede descartar la
participación de otras sustancias vasoactivas cuya formación pudiera incrementarse al
activar la PKC (Frías y col., 2003; Schmeck y col., 2003, Eligini y col., 2005), Para
estudiar esta posibilidad, se realizaron curvas de ACh en segmentos de machos
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orquidectomizados preincubadas con 10 nM de L-NAME, en presencia o ausencia del
activador de la PKC, PDBu, observándose que la preincubación con PDBu no modificó
la relajación inducida por ACh en presencia de L-NAME (Figura 45). Este resultado
nos permite descartar la participación en la respuesta a ACh de otras sustancias
vasodilatadoras en cuya síntesis fuera incrementada por PKC.
10 nM L-NAME (5)
10 nM L-NAME + 1 nM PDBu (4)
-9 -8 -7 -6
ACh, log M
Figura 45: Efecto de 1 nM de PDBu sobre la respuesta vasodilatadora a ACh en machos
orquidectomizados en presencia de 10 JJM de L-NAME. Los resultados (media + EEM) se
expresaron como porcentaje de la inhibición de la contracción producida por et tono previo a NA. El
número de animales utilizado se indica entre paréntesis.
Los resultados obtenidos en este estudio son importantes desde el punto de vista
fisiológico ya que existen patologías asociadas con un aumento en la actividad PKC,
como hipertensión (Oriji, 2003), y diabetes (Nangle y col, 2003), en las que la pared
vascular incrementa la liberación de NO de origen neuronal (Nakane y col, 1991;
Ferrer y col, 2000; Marín y col., 2000). Sin embargo, cuando se producen estas
patologías unidas a una deprivación de hormonas sexuales masculinas, la capacidad
de aumentar la liberación de NO de origen neuronal, puede verse comprometida.
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Asimismo, es importante destacar la mayor liberación de TXA2 en animales
orquidectomizados, indicando asi el papel protector de las hormonas sexuales
masculinas sobre el sistema cardiovascular, al menos en cuanto al papel de este
prostanoide.
Estos resultados en su conjunto confirman la hipótesis de que las hormonas sexuales
masculinas endógenas, probablemente los andrógenos, actúan como un factor




La deprivación de las hormonas sexuales masculinas disminuye la expresión de
nNOS, mientras que no modifica la liberación de NO a partir de nNOS inducida por
EE, aunque incrementa el metabolismo del NO a través de ia generación de
aniones superóxido y peroxinitrito.
El papel funcional del NO de origen neuronal es más pronunciado en arterias de
machos orquidectomizados, debido a productos generados por el metabolismo del
NO, como el peroxinitrito y H2O2, que parecen compensar la pérdida de la
biodisponibilidad del NO, probablemente mediante su efecto vasodilatador.
La actividad PKC está incrementada en arteria mesentérica de machos
orquidectomizados. Este incremento puede ser responsable del aumento en la
actividad de nNOS que hemos observado anteriormente.
Aunque las isoformas convencionales y !a isoforma atípica PKCi, regulan
positivamente la actividad de nNOS en arterias de ambos grupos de animales, la
contribución de las isoformas de PKC convencionales en el aumento de la
actividad de nNOS parece ser mayor en arterias de machos orquidectomizados.
La deprivación de hormonas sexuales masculinas no afecta a la expresión de
eNOS o la liberación de NO de origen endotelia! inducida por ACh, pero disminuye
la acción vasodilatadora de la ACh debido al incremento en el metabolismo del NO
y a una mayor formación de TXA2 en animales orquidectomizados. Este aumento
de TXA2 se debe a un aumento en la actividad de TXA2 sintasa.
La PKC parece modular la actividad de eNOS sólo en arterias de machos
orquidectomizados, en los que las isoformas convencionales de PKC y PKCC están
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